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Abstract not available for WO9922021 
Abstract of correspondent: DE1 9746874 

The invention relates to novel methods and devices for isolating and purifying nucleic 
acids on surfaces. The invention is directed at methods which use surfaces, e.g. porous 
membranes, on which the nucleic acids can be immobilized in a simple manner from the 
sample containing the nucleic acids, and can be detached again using equally simple 
method steps. The inventive simple process guidance makes it possible to be able to 
carry out the methods, particularly, in a completely automatic manner. An additional 
aspect of the invention is directed at binding nucleic acids to an immobile phase, 
particularly to a membrane, in such a way that they can be easily detached again from 
said phase in a successive reaction step, and can optionally be used in additional 
applications, such as digestion by restriction, RT, PCR or RT-PCR or in every other 
aforementioned suitable analysis or enzyme reaction. Finally, the invention is directed at 
special isolation vessels with which the inventive methods can be carried out. 
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(54) Title: METHOD FOR ISOLATING AND PURIFYING NUCLEIC ACIDS ON SURFACES 

(54) Hezeichnung: VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG UND REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN AN OBERFLACHEN 
(57) Abstract 

The invention relates to a method for isolating nucleic acids on surfaces, comprising at least the following steps: charging the nucleic 
acids on the surface in one same direction; immobilizing the nucleic acids on the surface; stripping the immobilized nucleic acids from the 
surface and withdrawing the stripped nucleic acids from the surface in the same direction of charging. Preferably, charging is carried out 
from the top. 

(57) Zusammcnfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren an Oberflachen mit zumindest den Schritten: 
Beschicken einer Oberflache aus einer Richtung mit Nukleinsauren; Immobilisieren der Nukleinsauren an der Oberflache; Ablosen der 
immobilisierten Nukleinsauren von der Oberflache; und Abnehmen der abgelOsten Nukleinsauren von der Oberflache in im wesentlichen 
der Richtung der Beschickung. Vorzugsweise erfolgt das Beschicken von oben. 
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Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren an Oberflachen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur 
Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren an Oberflachen. 

Die Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren aus biologischen 
und klinischen Probenmaterialien ist von essentieller Bedeutung 
fur Arbeitsbereiche, in denen Nukleinsaure-basierende 
Arbeitstechniken angewendet werden und in die Nukleinsaure- 
basierende Techniken . gerade Einzug halten. Hierzu zahlen zum 
Beispiel die Vaterschaf tsanalyse, Gewebetypisierungen, 
Identifizierung von Erbkrankheiten, Genomanalyse , molekulare 
Diagnostik, Bestimmung von Inf ektionskrankheiten, Tier- und 
Pflanzenzucht, transgene Forschung, Grundlagenf orschung auf dem 
Gebiet der Biologie und der Medizin sowie zahlreiche verwandte 
Arbeitsgebiete. Dabei besteht eine generelle Schwierigkeit 
darin, biologische bzw. klinische Probenmaterialien so 
aufzubereiten, daS die in ihr enthaltenen Nukleinsauren direkt 
in die jeweilige Analysenmethode eingesetzt werden konnen. 

Aus dem Stand der Technik sind bereits zahlreiche Verfahren' zur 
Reinigung von DNA bekannt . So ist es bekannt, Plasmid-DNA 
beispielsweise zum Zwecke des Klonierens oder auch fur andere 
experiment el le Vorhaben nach dem Verfahren von Bimbo im 
[Methods in Enzymology 100 (1983) 243] zu reinigen. Nach diesera 
Verfahren' wird ein geklartes Lysat bakteriellen Ursprungs einem 
Caesiumchlorid Gradienten ausgesetzt und iiber einen Zeitraum 
von 4 bis 24 Stunden zentrif ugiert . Diesem Verf ahrensschritt 
folgt gewohnlicherweise die Extraktion und die Praezipitation 
der DNA. Dieses Verfahren ist mit dem Nachteil verbunden, daS 
es zum einen apparativ sehr aufwendig und zum anderen sehr 
zeitaufwendig, kostenintensiv und nicht automatisierbar ist. 

Andere Methoden, bei denen geklarte Lysate eingesetzt werden, 
urn DNA zu isolieren, sind die Ionenaustauschchromatographie 
[Colpan et al . , J. Chormatog. 296 (1984) 339] und die 
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Gelf titration [Moreau et al . Analyt. Biochem. 166 (1987) 188]. 
Diese Verf ahren bieten sich in erster Linie als Ersatz fur den 
Caesiumchlorid-Gradienten an, machen aber ein aufwendiges 
System fur die Losungsmittelversorgung sowie die Prazo.pitat.on 
der so gewonnenen DNA-Fraktionen erf orderlich, da sie 
gewohnlicherweise Salze' in hoher Konzentration enthalten und 
sehr verdunnte Losungen darstellen. 

Marko et al. [Analyt. Biochem. 121 (1982) 382] sowie Vogelstein 
et al [Proc Nat. Acad. Sci. 76 (1979) 615) erkannten, daS. 
falls 'die DNA aus Nukleinsaure-enthaltenden Extrakten hohen 
Konzentrationen von Natriu^iodid oder 

ausgesetzt wird, nur die DNA an mechanisch fern zerkiexnerten 
Glass-Scintillationsrohrchen sowie zerkleinerten Glasfaser- 
menb ranen bz„. Glasfiberplatten bindet. wahrend RNA und 
Proteine nicht binden. Die so gebundene DNA kann gg£ . mzt 
Wasser eluiert werden. 

So wird in der WO 81/06621 die Immobilisierung von 
Nukleinsauren an einer P TO K- M e,nbran beschrieben. Allerdings 
werden die an die PVDF-Membran gebundenen Nuklernsauren 
anschlieSend nicht eluiert, sondern die Me^bran 
gebundener Nukleinsauren direkt in einen PCR-Ansatz 
eingebracht. Letztendlich wird in dieser 

Patentanmeldung und in der weiteren Literatur 3 edoch dze Lehre 
offenbart. daS hydrophobe Oberflachen bz„. Me^branen zm 
allgemeinen zuvor -It Nasser oder Alkohol benetzt werden 
mu ssen, » die Nukleinsauren in halbwegs bef rzedzgenden 
Ausbeuten imraobilisieren zu konnen. 

Fur eine Reihe von modernen Apci Lkationen, wie z. B. der PCR-, 

•^^^r, dp- v in o; £a LCX- branched-DNA, 
der Reversed -Transcription- PC:- . sarins-, u 

TanMan . T = -TL- und ahnlichen 

NASBA, oder TaqMan T— _ 

— » . . , . -pp \ at es auf der 

Echtzeitquantifizierungsverfahr,:. .... rJi, 

■ • u .h-nin- ■•--"diq, die Nukleinsauren 

anderen Seite jedoch absolu. .... ..-..a*g, 

^er-on PhasA 16«---" konnen. Hierzu ist der WO 
direkt von der festen Phase ic_ 
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87/06621 die Lehre zu entnehmen, daS die Nukleirisaure zwar von 
den dort eingesetzten Membranen wiedergewonnen werden kann, daS 
diese Wiedergewinnung jedoch sehr problematisch ist und bei 
wei tern nicht zur quant itativen Isolierung von Nukleinsauren 
geeignet ist. Daneben fallen die so gewonnenen Nukeinsauren. in 
vergleichsweise sehr hoher Verdunnung an - ein Umstand,der 
weitere Folgeschritte zwecks Konzentrierung. und Isolierung 
zwangslaufig erforderlich macht . 

Aus den oben genannten Grunden stellen die aus dem Stand der 
Technik bekannten Verfahren - insbesondere im Hinblick auf eine 
Automat is ierung des Verf ahrensablauf s zur Nukleinsauregewinnung 
- keinen geeigneten Ausgangspunkt fur eine verf ahrenstechnisch 
moglichst einfache und quantitative Isolierung von 
Nukleinsauren dar. 

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die 
Nachteile der aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur 
Isolierung von Nukleinsauren zu uberwinden und ein Verfahren 
zur Verfiigung zu stellen, welches dazu geeignet ist, ohne 
erheblichen technischen Mehraufwand vollautomatisch 

durchgefuhrt werden zu konnen. 

Gelost wird die Aufgabe erf indungsgemaS durch das Verfahren 
gemaS dem unabhangigen Patentanspruch 1, der Verwendung gemaS 
dem unabhangigegn Patentanspruch 51 und dem Automaten gemaS dem 
unabhangigen Patentanspruch 56. Weitere vorteilhafte Aspekte 
und Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus den 
abhangigen Patentanspriichen, der Beschreibung und den 
beigefiigten Zeichnungen. 

Dabei ist die Erfindung auf ein Verfahren gerichtet, das 
Oberflachen, z. B. porose Membranen verwendet, an welche die 
Nukleinsauren auf einfache Weise aus der 'die Nukleinsauren 
enthaltenden Probe immobilisiert und mittels ebenso einfacher 
Verfahrensschritte wieder abgelost werden konnen, wobei es die 
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erfindungsgemaS einfache ProzeBfuhrung ennoglicht, das 
Verfahren insbesondere vollautomatisch durchfuhren zu konnen. 

Ein weiteref Aspekt der vorliegenden Erfindung ist darauf 
gerichet, Nukleinsauren an sine labile Phase, insbesondere an 
eine Membran, in der Art und Weise zu binden, daS sie in einem 
folgenden Reaktionsschritt ohne weiteres wieder von dreser 
Phase abgelost werden konnen und ggf. in weiteren Anwendungen - 
wie , B. Restriktionsverdauung, RT, PGR Oder RT-PCR oder xn 
jedweder anderen oben genannten geeigneten Analyse- bzw. 
Enzymreaktion eingesetzt werden konnen. 

D ie Erfindung .flit ein Verfahren zur Isolierung von 

Nukleinsauren mit den folgenden Sohritten bereit : 

. Beschioken einer Oberflache aus einer Richtung mt 

Nukleinsauren; 

- imrnobilisieren der Nukleinsauren an der Oberflache; 

- Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der 

Oberflache; und m 

- Abnehmen der abgelosten Nukleinsauren von der Oberflache 
in im wesentlichen der Richtung der Beschickung. 

vorzugsweise erfolgt das Beschicken von oben. In diesem Fall 
kann die Gravitation zu m Sa«eln eines Puffers, der zu m Ablosen 
verwendet wird, und zum Ablosen verwendet werden. Zwischen dem 
Ira aobilisierungs- und den, Abloseschritt kann ein 
imm obilisierten Nukleinsauren nit zu.indest erne* Waschpu fer 
erfolgen. Das Waschen umfasst fur jeden Waschpuffer 
vorzugsweise folgende Schritte: 

- Aufbringen einer vorbestimmten Menge an Waschpuffer auf 
die Oberflache, und 

- Durchsaugen des Waschpuffers durch die Oberflache. 

D as Beschicken und I.mobilisieren der Nukleinsauren kann 
wiederum folgende Schritte umfassen: 
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Mischeri der Nukleinsauren mit einem 

Immobilisierungspuffer, 

Beschicken der Nukleinsauren mit dem 

Immobiliserungspuf fer auf die Oberflache, und 
Durchsaugen der fussigen Bestandteile durch die 
Oberflache in im wesentlichen der Richtung der 
Beschickung. 

Verfahren weist den groSen Vorteil auf, leicht 
automatisierbar zu sein, so daS zumindest einer der Schritte 
durch einen Automaten vollautomatisch durchgefuhrt werden kann. 
Ebenso ist es moglich, daS alle Schritte des Verfahrens durch 
einen Automaten in gesteuerter Abfolge durchgefuhrt werden. 

Speziell in diesen Fallen, aber auch bei manueller Bearbeitung 
ist es moglich, daS eine Mehrzahl von Nukleinsauren 
gleichzeitig der Isolierung unterworfen werden. 

Schliefilich konnen in dem erf indungsgemaSen Verfahren zwischen 
dem Ablose- und dem Abnehmschritt zumindest einmal folgende 
Schritte durchgefuhrt werden: 

Durchfuhren zumindest einer chemischen Reaktion an den 

Nukleinsauren; 

- Immobilisieren der Nukleinsauren an der Oberflache; und 

Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der 
Oberflache . 

Wie vorstehend skizziert, wird die Nukleinsaure von der 
Oberflache im wesentlichen in derselben Richtung eluiert 
(abgelost) , in der sie aufgetragen und immobilisiert worden 
ist. Unter "derselben Richtung" ist dabei im Grunde genommen 
jede Richtung unter einem Winkel von kleiner oder gleich 180° 
zu verstehen, so dafi bei der Eluierung die Nukleinsauren 
jedenfalls nicht die Oberflache, beispielsweise eine Membran, 
durchdringen, sondern in Gegenrichtung der Beschickungsrichtung 
von der Oberflache entfernt werden, in der sie auf die 
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Oberflache aufgebracht worden sind. In bevorzugten 
Ausfuhrungsformen werden demgegenuber die anderen Puffer also 
derjenige Puffer, in den, sich die Nukleinsauren beim Beschicken 
befinden, und ggfs. ein Waschpuffer. durch die Oberflache 
durchgesaugt Oder sonstwie transf eriert . Wenn die Isolierung an 
einer in einem GefaS befindlichen Membran erfolgt. wobei die 
Membran den gesamten Querschnitt des Gefaeses ausfullt ist die 
bevorzugte Beachickung von oben. Der Abnahmeschritt erfolgt in 
diesem Fall wiederum nach oben. Fig. 2 zeigt beispielaweise ein 
cr ichterf6rmiges Isoliergefaas, das von oben beschickt wird und 
bei dem die Abnahme der Nukleinsauren nach oben erfolgt. 

Es versteht sich jedoch, daS auch andere Anordnungen denkbar 
sind so z. B. eine Abnahme der Nukleinsauren von unten. Es ist 
beispielaweise vorstellbar. dafl ein Nukleinsauren enthaltender 
Puffer wie ein Lysatpuffer mittels einer Saugvorrichtung aus 
einem Reaktionsgef aS unmittelbar in ein IsoliergefaS gesaugt 
wird, so daE sich die Nukleinsauren an die Unterseite einer 
Membran in dem Isoliergef all binden ., In einem solchen Fall 
konnte die Abnahme der Nukleinsauren von der Oberflache dadurch 
erfolgen, daS ein Eluierpuffer von unten auf gesaugt wird- und 
nach Ablosen der Nukleinsauren wiederum nach unten m ein 
Gefaas abgelassen wird. Hierbei erfolgt also die Abnahme der 
Nukleinsauren nach unten. 

Auch eine seitliche Abnahme der Nukleinsauren ist mSglich, 
beispielaweise wenn eine f lachliegende Saule mit einer dann 
angeordneten Membran im Durchf luSverf ahren mit einem Lysat 
belhickt wird und im Anschlu* die liegende Saule auf derate 
der Membran, an der die Nukleinsauren binden, mit Eluierpuffer 
gespult wird. 

Ein Beispiel fur den maximal moglichen Winkel von 180- ist eine 
Schrage mit einer zur Bindung von Nukleinsauren geeigneten 
Oberflache, uber welche die verschiedenen Losungen bzw. Puffer 
herabflieEen. Wie all. Puffer, kommt auch der Eluierpuffer von 
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einer Seite und fllefit zur anderen Seite ab. In diesem Fall 
bilden Einstromrichtung des Puffers und Abstromrichtung des 
Puffers mit den darin auf genommenen Nukleinsauren einen Winkel 
von 180° , die Abnahme erfolgt jedoch immer noch auf derselben 
Seite der Oberflache wie die Immobilisierung. 

Unter Nukleinsaure im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen 
dabei alle wafirigen oder sonstigen Losungen von Nukleinsauren 
und ebenso alle Nukleinsauren enthaltenden biologischen 
Materialien und biologischen Proben verstanden werden. Dabei 
wird im Sinne der vorliegenden Erfindung eine Nukleinsaure 
enthaltende Probe oder ein Material durch eine Probe bzw. einen 
Probenansatz ,definiert, die bzw. der Nukleinsauren enthalt, die 
als geeignete Edukte fur in vitro . Transkriptionen, PCR- 
Reaktionen, oder cDNA-Synthesen dienen konnen - Unter 
biologischem Material bzw. biologischer Probe sollen dabei z. 
B. Plasma, Korperf lussigkeiten - wie beispielsweise Blut, 
Sputum, Urin, Faeces, Sperma, Zellen, Serum, 

Leukozytenf raktionen, Crusta Phlogistica, Abstriche , 

Gewebeproben jeder Art, Pflanzen und Pf lanzenteile , Bakterien, 
Viren, Hefen etc., wie sie beispielsweise in der Europaischen 
Patentanmeldung Nr. 95909684.3 offenbart sind, auf die hiermit 
inhaltlich Bezug genommen wird - oder auch freie Nukleinsauren 
fallen. Unter Nukleinsauren fallen im Sinne der vorliegenden 
Erfindung alle moglichen Arten von Nukleinsauren, wie z. B. 
Ribonukleinsauren (RNA) und Desoxyribonukleinsauren (DNA) in 
alien Langen und Konf igurationen, wie Doppelstrang, 
Einzelstrang, circular und linear, verzweigt etc.; monomere 
Nukleotide, Oligomere, Plasmide, virale und bakterielle DNA und 
RNA, sowie genomische oder sonstige nichtgenomische DNA und RNA 
aus Tier- und Pf lanzenzellen oder anderen Eukaryoten, t-RNA, 
mRNA in prozessierter und unprc:-3ssierter Form, hn-RNA, rRNA 
und cDNA sowie alle anderen, denk:: i:-::: Nukleinsauren . 

Nach dem erf indungsgemafien V-ni.'r.ir.r-o:: nimmt man die oben 
beschriebene, Nukleinsauren enth:i.t-ande Probe in einer Losung 
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auf die geeignete ' Salze und/oder Alkohol(e) enthalt, 
anschlieSend ggf. den Ansatz aufschlieSt und mischt und die so 
erhaltene Mischung mittels eines Vakuums, auf dem Wege einer 
Zentrifugation, mittels Uberdruck, durch Kapillarkraf te oder 
durch andere geeignete Verfahren durch eine porose Oberflache 
fuhrt, wobei die Nukleinsauren an der Oberflache immobilisiert 
werden . 

Als Salze fur das Immobilisieren von Nukleinsauren an 
Membranen oder anderen Oberflachen kommen Salze von Alkali- 
oder Erdalkalimetallen mit Mineralsauren in Frage; insbesondere 
Alkali- oder Erdalkalihalogenide bzw. -sulfate worunter die 
Halogenide des Natriums oder Kaliums oder Magnesiumsulf at 
besonders bevorzugt werden. 

Ferner sind zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen Verfahrens 
Salze von ein- oder mehrbasischen oder auch polyf unktionellen 
organischen Sauren mit Alkali- oder Erdalkalimetallen geeignet. 
Darunter fallen insbesondere Salze des Natriums, des Kalxums 
oder des Magnesiums mit organischen Dicarbonsauren wxe z . B . 
Oxal-, Malon- oder Bernsteinsaure - oder mit Hydroxy- bzw 
Polyhydroxycarbonsauren wie z . B . bevorzugterwexse mxt 

Zitronensaure . 

Als besonders zweckmafiig hat sich dabei der Einsatz von sog 
chaotropen Agenzien herausgestellt . Chaotrope Substanzen sxnd 
in der Lage, die dreidimensionale Struktur der 
Wasserstoffbruckenbindung zu storen. Hierdurch werden auch dxe 
intramolekularen Bindungskraf te geschwacht, die bex der 
Ausbildung der raumlichen Strukturen, wie z. B. Prxmar-, 
Sekundar-, Tertiar- oder Quartars.rukcuren, bei biologxschen 
Molekulen beteiligt sind. Geeigne,, chaotrope Agenzien sind dem 

ou ^lov TprH- • ■• - ; "1'inqlich bekannt [Rompp, 
Fachmann aus dem Stand der Tech..-.. 

, ^ . . .. . . -j..-.-..- h. Dellweg, R.D. 

Lexikon der Biotechnologie , ■ »■ 

Schmid u. W.E. Fromm, Thieme VerlA : -accgart 1992]. 
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Als bevorzugte chaotrope Substanzen gelten gemaS der 
vorliegenden Erfindung beispielsweise Salze aus der Gruppe der 
Trichloracetate, Thiocyanate , Perchlorate, Jodide oder 
Guanidinium-Hydrochlorid und Harnstoff . 

Die chaotropen Substanzen werden dabei in 0,01 bis 10 molarer 
wasseriger Losung, bevorzugt in 0,1 bis 7 molarer wasseriger 
Losung und besonders bevorzugt in 0,2 bis 5 molarer wasseriger 
Losung eingesetzt. Hierbei konnen die vorbezeichneten 
chaotropen Agenzien allein oder in Kombinationen verwandt 
werden. Insbesondere werden 0,01 bis 10 molare wasserige 
Losungen, bevorzugt 0,1 bis 7 molare wasserige Losungen und 
besonders bevorzugt in 0,2 bis 5 molare wasserige Losungen von 
Natriumperchlorat , Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium- i so- 
thiocyanat, Natriumiodid und/oder Kaliumiodid eingesetzt. 

Als Alkohole kommen fiir die Durchfuhrung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens zunachst alle Hydroxylderivate von aliphatischen 
oder acyclischen gesattigten . oder ungesattigten 

Kohlenwasserstof f en in Betracht . Dabei ist es zunachst 
unerheblich, ob diese. Verbindung eine, zwei, drei oder mehr 
Hydroxylgruppen - wie mehrwertige Ci-C5-Alkanole , 

beispielsweise Ethylenglykol , Propylenglykol oder Glycerin - 
enthalten. 

Daneben zahlen ebenfalls die Zuckerabkommlinge , die sog. 
Aldite, wie auch die Phenole - beispielsweise Polyphenole - zu 
den erf indungsgemaS einsetzbaren Alkoholen. 

Unter den vorgenannten Hydroxyverbindungen werden die C x -C5- 
Alkanole - wie Methanol, Ethanol, n-Propanol, tert . -Butanol und 
die Pentanole besonders bevorzugt . 

Die Immobilisierung kann unter sauren, neutralen oder basischen 
Bedingungen durchgefiihrt werden. So kann der pH bei der 
Immobilisierung zwischen 3 und 11 liegen, vorzugsweise wird bei 
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einem pH von 4 bis 8 immobilisiert . Wenn RNA isoliert werden 
soil liegt der P H vorzugsweise eher 1. neutrals Bererch. 
„ahrend bei DNA-Isolierungen ein saurer pH gunstiger sein kann 
SO kann der pH fur RKA-Isolierungen beispielsweise ber 6 brs 

... h . f 6 5 bis 7,5. Fur DNA-Isolierungen 
liegen, bevorzugterweise bei 6,5 bis /,» 

liegt der pH gunstigerweise bei 4 bis 8, vorzugsweise bei 4 bis 
6 . 

Als hydrophil gelten im sinne der vorliegenden Erfindung seiche 
Stoffe bzw. Menfcranen, die von ihrem chemisehen Charakter her 
sioh leioht mit Wasser misohen bzw. Wasser aufnehmen. 

Als hydrophob gelten i. Sinne der vorliegenden Erfindung solohe 
Stoffe bzw. Membranen, die von ihrem chemisehen Character her 

• h 7W vice versa - und die merit 

nicht in Wasser emdringen - bzw. vice 

darin zu bleiben vermogen. 

Unter einer Oberflaohe wird im Sinne der vorliegenden Erfindung 
je de mikroporose Trennschicht verstanden. Im Falle einer 
Membran wird die Oberflaohe durch eine Folie aus einem 
polvmeren Material gebildet. Das Polymer wird bevorzugt aus 
Monomeren mit polaren Gruppen aufgebaut. 

in einer ' weiteren Ausfiihrungsf orm des erf indungsgemaBen 
Verfahrens umfafct der Begriff Oberflaohe im weiteren Sinne auoh 
eine Schicht von Partikeln bzw. auoh ein Granular sowie auoh 
Fasern, wie z. B. silicagelvliese . 

Bei verwendung hydrophober Membranen gelten als bevorzugt im 
Sinne der vorliegenden Erfindung Membranen, die aus einem 
h ydrophilen Grundmaterial bestehen und die durch eine 
entspreohende chemisohe Nachbehandlung , die an sich aus dem 
Stand der Technik bekannt ist - hydrophobisiert wurden, »« 
z . B. hydrophobisierte Nylon-Membranen, die kommerzrell 
i erhaltlich sind. 
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Unter hydrophobisierten Membranen werden erf indungsgemafi 
allgemein solche Membranen verstanden, die als unter Umstanden 
ursprunglich hydrophile Membran mit den unten erwahnten 
Hydrophobisierungsmitteln iiberzogen warden. Derartige 
Hydrophobisierungsmittel uberziehen hydrophile Substanzen mit 
einer dunnen Schicht hydrophober Gruppen, wozu beispielsweise 
langere Alkylketten oder Siloxangruppen gehoren. Geeignete 
Hydrophobisierungsmittel sind aus dem Stand der Technik in 
groSer Zahl bekannt und stellen erf indungsgemaS Paraffine, 
Wachse, Metallseifen etc. ggf. mit Zusatzen an Aluminium bzw. 
Zirkoniumsalzen, quartare organische Verbindungen, 

Harnstoffderivate, f ettstof fmodif izierte Melaminharze , 

Silicone, zinkorganische Verbindungen, Glutardialdehyde und 
ahnliche Verbindungen dar. 

Daneben gelten als erf indungsgemaE einsetzbare hydrophobe 
Membranen solche Membranen, die hydrophobisiert sind und deren 
Grundmaterial polare Gruppen aufweisen kann. GemaS dieser 
Kriterien eignen sich beispielsweise - insbesondere 
hydrophobisierte - Materialien aus der folgenden Gruppe fur den 
erf indungsgemaSen Einsatz: 

Nylon , Polysulf one , Polyethersulf one , Polycarbonate , 

Polyacrylate sowie Acrylsaurecopolymere, Polyurethane, 
Polyamide, Polyvinylchlorid, Polyf luorocarbonate , Polytetra- 
fluoroethylen, Polyvinyl idenf luorid, Polyvinylidendif luorid, 
Polyethylentetraf luoroethylen- Copolymer isate , Polyethylen- 
chlorotrifluoroethylen-Coplymerisate oder Polypheny lensulf id 
sowie Cellulose und Cellulose-Mischester oder Nitrocellulosen 
wie auch hydrophobisierte Glasf asermembranen, worunter 
. hydrophobisierte Nylon-Membrane besonders bevorzugt sind. 



Bevorzugte hydrophile Oberflachen umfassen per se hydropile 
Materialien und auch hydrophobe Materialien, die 
hydrophilisiert worden sind. Beispielsweise konnen verwendet 
werden hydrophiles Nylon, hydrophile Polyethersulf one , 
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h ^onhile Polycarbonate, Polyester, hydrophile 

hydrophxle Po Y Polypr0 p y lenge W eben , hydrophile 

Polvtetraf luoroethylene aut foxypx P y 

poiyt , au f polypropylenvliesen, 

Polvtetraf luoroethylene aui , 

Poiycecwtx polyvinylidenf luoride , 

hydrophilisierte hy drophilisierte 

Polyvinylidendif luoride, 

Polytetrafluorethylene und hydrophile Polyamide. 

riie im erfindungsgemafcen Verfahren eingesetzt 
Dle d ~: n dlei bei pialsweL einen Porendurcb^esser von 

bevorzugt 0,05 bis 10 M ra - 

. anfa i 1<5 die oben beschriebenen Salze 
Als Wasohpuffer kommen ebenfalls dxe oben 

oder Alkohole bzw. Phenole oder Polyphenol in Frage. Dxe 
Oder Alkohole „ asc hschritt in einem Interval 1 von 

TemDeraturen liegen xm Wascnscnrxcu 

Temperatu ^ Temperaturen 

ublicherwexse 10° ois 

erfolgreich angewandt werden konnen. 

zur Elution der gebundenen Nukleinsaure eignen sich 
, - R wasser oder wasserige Salzlosungen als 

erfindungsgemaS Wasser oaex er l6sunoen 
Elutionsmittel . Als Salzlosungen werden Pu f 
eingesetzt, die aus de, Stand der Technik bekannt .«d * 

, eis pielsweise ^T^^^^ 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) , 2 [4 U ay y y 

/^aLoIezhansulronsaure (HEPES} in *~ ^^J" 
0 001 bis 0,5 Mol/Lifr, bevorzugt 0,01 bi. 0,2 Mol/Liter. 

I Lrs bevorzugt 0,01 bis 0,05 m olare «.u^ -eben 
wer den bevorzugt wasserige L6sungen von ^ ^ U- ^ 
ErdalKalimetallsalzen, insbesondere deren H-logenlde 

eincesetzt darunter 0,001 bis 0,5 molare, bevorzugt 0,01 brs 
2 Clare besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 .olare wasserige 
von Natriu m =hlorid, Litbiu.onlorid, Kaliu^cblorrd oder 
Losungen bevorzugt auch Ldsungen von 

Magnesiumdichlorid. uaneue r^^K^-n odpr 

SaLn der Alkalimetalle oder Erdalkalimetalle «xt Carbon- oder 
Salzen der 0xals ^ ure oder Essigsaure, wie Losungen von 

; Dicarbonsauren wxe Oxalsaure ou« a wpr den 

-oxalat in Wasser eingesetzt werden, 
Natriumacetat oder -oxaxat 
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beispielsweise in detn zuvor genannten Konzentrationsbereich, 
wie z. B. 0,0 01 bis 0,5 molare, bevorzugt 0,01 bis 0,2 molare, 
besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 molare Losungen. 

Ganz besonders wird reines Wasser als Elutionsmittel bevorzugt, 
beispielsweise demineralisiertes , bidestiliertes , oder 
Millipore -Wasser . 

Die Eluierung kann bei Temperaturen von 10° bis 70 °C, 
bespielsweise bei 10° bis 30°C oder auch bei hoheren 
Temperaturen erfolgreich durchgefiihrt werden. Auch ein Eluieren 
mit Wasserdampf ist moglich. 

Hinsichtlich der einzelnen Schritte wird das erf indungsgemafie 
Verfahren wie folgt durchgefiihrt: 

Das Lysat der zur Gewinnung der Nukleinsauren dienenden Probe 
oder die ursprunglich freie(n) Nukleinsaure (n) wird/werden 
beispielsweise in eine (Plastik- ) Saule pipettiert, in der - 
beispielsweise auf dem Boden - die Membran fixiert wird. 
ZweckmaSigerweise kann die Membran auf einer Fritte fixiert 
werden, die als mechanische Unterstiitzung dient . AnschlieSend 
wird das Lysat durch die Membran gefuhrt, was durch Anlegen 
eines Vakuums am Ausgang der Saule erreicht werden kann. Auf 
der anderen Seite kann der Transport durch einen Lysat-seitigen 
Uberdruck" erfolgen. Daneben kann - wie schon zuvor erwahnt - 
der Lysattransport auf dem Wege der Zentrifugation oder durch 
die Einwirkung von Kapillarkraf ten bewerkstelligt werden; 
letzteres kann zum Beispiel mit einem schwammartigen Material 
geschehen, das unterhalb der Membran mit dem Lysat bzw. Filtrat 
in Kontakt gebracht wird. 

Der in bevorzugten Ausfiihrungsf ormen eingefiigte Waschschritt , 
kann erfolgen, indem der Waschpuffer durch die Oberflache bzw. 
Membran hindurchtransportiert wird oder auf derselben Seite der 
Oberflache verbleibt wie die Nukleinsauren. Wird der 
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u^ncnortiert bzw. gesaugt, so kann dies auf 
waschouffer hindurchtansportiert y a 

wascnpuLLc ^u oh( =n z B durch einen auf der 

rrrrri — 9 ^ « s — . eine r 

anderen Seite a Zentrif ugation oder 

Uberdruckvorrichtung oder 

Gravitation. 

v rt.il ainar Anordnung mit einam schwammartigen Material 
D er VorteU " ner slcheren urld be<I uen,en Moglichkart 

bastaht in a.nar diesero paU nur der Sch „ amm , 

p-n t- rat -Exits orgung - es muib iu , 

Saule konti Be triebsarten vollautomatxsxert 

kann und, dais Mem bran mit Nukleinsaure 

d urch g a f uhrt — ~ rict er£ olg C dia —ion der 
gesi ttxgt rat. I. J; St " beispielsweise von der Menbran 

SrH' -n. ^eblich £ *r den d ^ 

rrri :i a„n 

Nukleinaauran vcn derse ^ ^ ^ ^ 

:rr: , : ::: — die — „ «^ 

rr Eina solcha verf ahrensanordnung armcglicht as, alia mcht 
1r I I LSan Piasaig.ai.an, »ie dan urspun.lichen Ly sepu«er 
und die Wa'chpur.er, au« eina — llsaita- ,i saugen od er 
durch Gravitation dorthin zu bringan, wahrand das Eluat auf der 
Tndaren Saita bleibt. Cine solcha Anordnung ennoglzcht 
bonders etcher Waisa aina £ 

-:Tt t It:'- ti^ar OberrUchen aina 
Abnahme des Eluats nur aTlH ™ Se ite der 

Pipattiarvorrichtung vcrgasahan sain ^ ^J^* * 'V-it 
r»h»r-fiache hingegen keinen "Reinbereich" enthaltan mu 
1- sich auch durch dia rau.Uche Trannung arna 

ta m ination s£ raia Isolierung .on ***^'J£~?Z 
_ . t in einfachster Weise sicherstellen . Zudem 

5 Tsirr isoUerga« 6 a, , B Reinigungssaule, nicht 
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repositioniert werden, urn einerseits Abfall verwerfen zu 
konnen, andererseits das Eluat durch dieselbe Offnung des 
Gef asses aufzufangen. Auch dies bedeutet eine Vereinf achung der 
Automat is ierung . 

Das Auffangen von Fraktionen, welche in grofier Verdunnung die 
gewiinschten Nukleinsauren enthalten, und das anschliefiende 
Konzentrierung erfordert, entfallt bei dem erf indungsgemafien 
Verfahren vdllig. Vielmehr fallen die gewiinschten Nukleinsauren 
in schwach oder nicht-salzhaltigen Losungen in sehr kleinen 
Volumina an, was von grofiem Vorteil fur alle 
molekularbiologischen Analyseverf ahren ist, da hier gewunscht 
ist, reine Nukleinsauren in moglichst kleinen Volumina bei 
gleichzeitig hoher Konzentration einzusetzen. Urn moglichst 
kleine Volumina an Eluat erzielen zu konnen, werden als 
Oberflachen insbesondere Membranen bevorzugt, die moglichst 
dunn sind, so daS sich nur wenig Fliissigkeit in ihnen ansammeln 
kann. Weniger bevorzugt sind hingegen Vliese wie z. B. 
Silicagelvliese, da diese ein relativ groSes Volumen an Eluat 
aufzunehmen vermogen, was das Abnehmen des Eluat s nach oben 
erschwert und das notwendige Eluatvolumen in ungunstiger Weise 
steigert. 

Ferner bietet die vorliegende Erfindung den Vorteil, dafi bei 
einer vertikalen Anordnung des Gef asses (Membran dann 
horizontal orientiert) das iiber der Membran befindliche Volumen 
als Reaktionsraum genutzt werden kann. So ist es z. B. moglich, 
nach dem Isolieren und Ablosen der nach dem erf indungsgemafcen 
Verfahren gewonnenen Nukleinsauren, diese zunachst nicht 
abzunehmen, sondern im IsoliergefaS zu belassen und einer 
molekularbiologischen Applikation - wie Restriktionsverdauung , 
RT, PCR, RT-PCR oder Enzymreaktionen - zu unterwerfen, die aus 
diesen Reaktionen hervorgehenden Nukleinsauren gemalS dem 
erf indungsgemafien Verfahren erneut an die Membran zu binden, 
ggfs. wie beschrieben zu waschen und anschliefiend zu eluieren, 
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z u isclieren, bzw. ' zu analysieren. beispielsweise «itt.l. 
SpeXtrosXopie, Fluorcnetrie Oder ahnlichen Mefcverfahren. 

:"tr:rIX^ In ~ WeUen 

weiterbehandelt und bearbeiter werden konnen. 

,. h6 ,v.aestellten Nukleinsauren kfinnen fur 
Die erfindungsgemaB ^ SubsCrate £4r 

Klonierungen verwendet «rd» bei6pielsweise DNA- 

verschiedenste Enzyme dienen, wze f reverse 

Polymerases DNA-Reetrlktionsenzyme , DNA-Ligase und 

Transkriptase .< 

Die durch das erfindungsgemaGe Verfahren bereitgestellten 
Die durch da besond ers guter Werse zur 

fur die PC, strand Oisplace^b 
-lling Circle Verfahren, bigase Chain Keactron 
(LCR) und ahnlicher Verfahren. 

u . rfahre „ eiqnet sich weiterhin- in 
n „ erfindungsgemaSe Verfanren eigueu 

onders gutlr Weise 2 ur Bereitstellung von —en ur 
die verwendung in der Dxagnosti*, xnsnesondere fur exn 
Diag noseverfahren, welches dadurch ^^^^X 
durch das erfindungsgemaSe Verfahren gerexnxgte ^ Ma ™** 
lem Folgeschritt ampUfiziert wird und 

gleichzeitig die so amplif izierte NuKlexnsaure ^*tx.rt wxrd 

! B Holland P.M. et al . , 1991- Proc . Natl. Acad. Sex. 88, 
U . B. Holland ^ Applic> 4> 

7276 - 7280. Lxvak, K.J. et ax . , x^ 

■«-«, t et al 1991. J- Virol. Meth. 35, 273 
357 - 362; Kxevxts, T. et ax . , 

m or- *1 1994 J. Appl. Bacterxol. 77, 694 
286; Uyttendaele, M. et al . , 1994. j. yy 

- 701) . 

• anet sich das erfindungsgemaSe Verfahren in 

s ™::1TJTLL zur — HU a k uT nS Tinar 

• ^ Pnlaeschritt exnem auf exner 
welche in exnem Foigescnrxu 
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Hybridisierungsreaktion basierenden Signalamplif ikationsschritt 
unterzogen werden, insbesondere dadurch gekennzelchnet , daS die 
durch das erf indungsgemaSe Verfahren bereitgestellten 
Nukleinsauren mit "Verzweigten Nukleinsauren" , iasbesondere 
Branched DNA und/oder Branched RNA und/oder entsprechende 
Dendrimer Nukleinsauren, wie in den folgenden Literaturstellen 
beschrieben (z. B. Bresters, D. et al., 1994. J. Med. Virol. 43 
(3), 262 - 286; Collins M. L . et al., 1997. Nucl. Acids Res. 25 
(15), 2979 - 2984; ), in Kontakt gebracht werden und das 
entstehende Signal detektiert wird. 

Im folgenden wird ein Beispiel fur die Automat is ierbarkeit des 
erf indungsgemaSen Verfahrens erlautert und werden Beispiele fur 
die Durchfuhrung des Verfahrens mit verschiedenen Oberflachen 
und Nukleinsauren angegeben. Hierbei wird Bezug genommen auf 
die beigefiigten Zeichnungen, in denen folgendes dargestellt 
ist . 

Fig. 1 zeigt einen zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens geeigneten Automaten in einer schematisierten 
Darstellung . 

Fig. 2 zeigt eine erste Ausf uhrungsf orm eines Isoliergef asses 
und Abf allbehalters zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens . 

Fig. 3 zeigt eine zweite Ausf uhrungsf orm eines Isoliergef asses 
und Abf allbehalters zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens . 

Fig. 4 zeigt eine dritte Ausf uhrungsf orm eines Isoliergef asses 
und Abf allbehalters zur Durch ruh rung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens . 

Fig. 5 zeigt die Absorption ein-: 1 vzi'-r im Bereich von 220 bis 
3 2 0 nm . 



WO 99/22021 



18 



PCT/EP98/06756 



Fig. 6 zeigt das Ethidiumbromid-gef arbte Gel einer 
elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach dem 
erf indungsgemaSen Verfahren. 

Fig 7 zeigt ein weiteres Ethidiumbromid-gef arbtes Gel einer 
elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach dem 
erf indungsgemaSen Verfahren. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren wird vorzugsweise teilweise oder 

vollstandig, d.h. in alien seinen Schritten, automat is xert 

durchgefiihrt. Ein Beispiel fur einen geeigneten Automaten ist 

in Fig. 1 dargestellt, bei dem ein Hauptteil 1 out 

Steuerungselektronik und Antriebsmotoren mit einer 

Arbeitsplattform 3 und einem fahrbaren Arm 2 ausgestattet ist. 

Auf der Arbeitsplattform sind verschiedene Elemente 

positioniert, so Bereiche 4 zur Halterung von verschiedenen 

Gefassen. Eine Absaugvorrichtung 5 dient zum Absaugen von 

Flussigkeiten aus daruber positionierten, nach unten offenen 

isoliergefassen, oder sonst mit der Absaugvorrichtung 

verbundenen Gefassen. Ein Ruttler 6 ist ebenfalls vorgesehen, 

de>- beispielsewise zum Lysieren von biologischen Proben 

verwendet. werden kann. Die verwendeten Anordnungen von 

isoliergefassen sind beispielsweise SpritzguSteile mxt 

T^niiprapfassen in die erf indungsgemafie 
integrierten Isoliergerassen, xn ^ 

Oberflachen eingelegt sind. Es konnen typischerweise 8, 12, 24, 
48 96 oder bis zu 1536 Isoliergef asse vorgesehen sein, wxe sxe 
z B in den Formaten moderner Multi-Well-Platten zur Verfugung 
gestellt werden. Auch noch hohrere Isoliergef afizahlen in einer 
Anordnung sind vorstellbar, wenn entsprechende Standards zur 
Verfugung stehen. Mit Hilfe vcn Luer-Adaptern ist es jedoch 
auch moglich, die Boden der Anor,,ur.gen separat bereitzustellen 
und je nach Bedarf mit einem c, : -,or.«ren Isoliergefassen zu 
bestucken. Auch einzeln gearbe:".-. :,,iiergef asse ohne Luer- 
Adapter werden von der Erfindung 1 rasst . 
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Unter eine Saug- "und Dispensiervorrichtung 8 werden die 
Anordnungen von Isoliergef assen in den Automaten eingesetzt und 
iiber diese konnen Fliissigkeiten aufgenommen und abgegeben 
werden. Hierbei konnen mehrere einzelne Saugrohre vorgesehen 
sein, urn raehr als ein Isolier- oder Reaktionsgef aS gleichzeitig 
bearbeiten zu konnen. Die Saug und Dispensiervorrichtung 8 
erfullt also die Funktion einer Pipette. Sog und Druck werden 
der Saug- und Dispensiervorrichtung 8 iiber Schlauche 9 
vermittelt . 

Zur Nukleinsaureisolierung konnen beispielsweise 

Reaktionsgefasse mit Zellen in den Ruttler/Halter 6 eingesetzt 
werden, in die mit der Dispensiervorrichtung 8 Lysepuffer 
eingefullt wird. Nach Mischen werden die Zelllysate in 
Isoliergef asse uberf uhrt . Die Anordnung von Isoliergef assen 
wird daraufhin auf die Absaugvorrichtung 5 aufgesetzt und der 
Lysepuffer durch die Oberflachen in den Isoliergef assen 
durchgesaugt . Im Anschlufi kann die Oberflache mit einem 
Waschpuffer gespult werden, urn Reste der Zelllysate zu 
entfernen, wobei auch der Waschpuffer nach unten abgesaugt 
wird. SchlieSlich wird Eluat in die Isoliergef asse dispensiert 
und nach eventuelllem nochmaligem Rvitteln werden die abgeloste 
Nukleinsauren nach oben entnommen und in Auf bewahrungsgef asse 
iaberfiihrt . 

Ublicherweise werden Wechselspitzen an der Saug- und 
Dispensiervorrichtung 8 verwendet, urn eine Kontamination der 
Proben zu verhindern. 

Die Fig. 2 bis 4 zeigen verschiedene Beispiele fur geeignete 
Isoliergef asse zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung. 

In Fig. 2 ist ein trichterf orraiges Isoliergef afi 10 mit einer 
Oberflache 11, beispielsweise einer Membran, -versehen, die auf 
einen Auf f angbehalter 12 aufgesetzt ist, der ein schwatnmartiges 
Material 13 enthalt, das der Aufnahme von Lysepuffer und 
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Waschpuffer- dient. In den Trichter wird Lysat oder erne 

sonstige Aufbereitung von Nukleinsauren 14 gegeben. Das 

schwammartige Material 13 saugt die aufgetragene Flvissigkeit 

durch die Membran 11 hindurch. Vor der Zugabe des Eluierpuffer 

wird der Schwamm etwas von der Membran beabstandet, 

beispielsweise durch eine i» Auf f angbehalter 12 angeordnete 

Mechanik (nicht dargestellt) . So wird beim letzten Schritt 

verhindert, daS der Eluatpuffer auch durch die Membran 11 

gesaugt wird. Dieser verbleibt- vielmehr auf der Oberflache 

(Fig. lb) und kann zusammen mit den Nukleinsauren nach oben 

wArden Mit dieser Anordnung wird die 
entnommen weraen. 

Absaugvorrichtung 5 im Automaten nicht benotigt . 

Fig 3 zeigt ein weiteres Beispiel eines Isoliergef asses , daS 
uber einen an seinem unteren Ende ' angeordneten Luer-AnschluS 
mittels eines Luer-Adapters 17 mit einem Auf f f angbehalter 16 
verbunden ist, der in diesem Fall keinen Schwamm enthalt, 
sondern mittels eines Stutzen 18 mit einer Absaugvorrichtung 
verbunden ist. Lyse- und Waschpuffer konnen hier also durch 
Anlegen eines Vakuums durch die Membran 11 durchgesaugt werden. 
Beim Auftragen des Eluatpuffers bleibt das Vakuum abgeschaltet , 
so dafi sich das Eluat nach oben entnehmen lasst. Durch ■ die 
Verwendung eines Luer-Anschlusses sind individuelle 
isoliergefasse der Anordnung von Isoliergef assen entnehmbar. Es 
versteht sich jedoch, daS der Vakuumauff angbehalter auch mit 
fest angebrachtetn Isoliergef assen kombinierbar ist. 

Fig 4 zeigt schlieSlich eine Ausfuhrungsf orm, bei der ein 
Auff angbehalter vorgesehen ist, in den die Puffer mittels 
Schwerkraft hineingesaugt werden. Der Eluatpuffer, der m 
geringem Volumen verwendet wird, hat kein hinreichendes 
Eigengewicht, urn die Membran 11 zu durchdringen und kann 
wiederum nach oben abgenommen werden. 

Die vorbeschriebene Erfindung wird durch die nachf olgenden 
Beispiele erlautert . Hierbei sind Beispiele 1 bis 17 im 
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wesent lichen auf "die Verwendung hydrophober Oberflachen 
gerichtet und Beispiele lb bis 2b auf die Verwendung 
hydrophiler Oberflachen. Verschiedenartige, andere 

Ausgestaltungen der Verfahren werden fur den Fachmann aus der 
vorstehenden Beschreibung und den Beispielen ersichtlich. Es 
wird jedoch ausdriicklich darauf hingewiesen, daS diese 
Beispiele und die diesen zugeordnete Beschreibung lediglich zum 
Zweck der Erlauterung vorgesehen und nicht als Einschrankung 
der Erfindung anzusehen sind. 

Beispiel 1 

Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen 

In einer Plastiksaule werden kommerziell erhaltliche hydrophobe 
Nylon-Membranen (Beispielsweise ein Material der Fa. MSI: Magna 
SH mit einem Porendurchmesser von 1,2 fim oder ein Material der 
Fa. Pall GmbH: Hydrolon mit einem Porendurchmesser von 1,2 fxm) , 
die durch chemische Nachbehandlung hydrophobisiert wurden, 
einlagig . eingebracht . Die Membranen werden auf einer 
Polypropylenfritte, die als mechanische Unterstiitzung dient, 
plaziert. Die Membranen werden in der Plastiksaule durch einen 
Spannring f ixiert . 

Die so vorbereitete Saule wird uber eine Luerverbindung mit 
einer Vakuumkammer verbunden - alle Isolierungschritte werden 
mit Hilfe eines angelegten Vakuums durchgef iihrt . 

Zur Isolierung werden 5xl0 5 HeLa-Zellen durch Zentrifugation 
pelletiert und der Uberstand entf ernt . Die Zellen werden durch 
Zugabe von 150 y.1 eines handelsublichen Guanidinium-iso- 
thiocyanat- Puffer - wie z. B. RLT-Puffer der Fa. Qiagen - auf 
an sich aus dem Stand der Technik bekannte Weise lysiert . ■ Dabei 
wird die Lyse durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder 
vortexen uber einen Zeitraum von ca. 5 s unterstiitzt. 
AnschlieSend werden 150 /xl 70 %-iges Ethanol zugefiigt und durch 
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Auf- and Abpipettieren oder durch vortexen iiber einen Zeitraum 
von ca. 5 s gemischt. 

Das Lysat wird anschlieSend in die Plastiksaule pipettiert und 
durch Evakuierung der Vakuumkammer durch die Membran gesaugt. 
Unter den so eingestellten Bedingungen bleibt die RNA an der 
Membran gebunden. AnschlieSend wird mit einem ersten 
handelsublichen Guanidinium-iso-thiocyanat-haltigen Waschpuffer 
- beispielsweise mit dem Puffer RW1 der Fa. Qiagen - und danach 
mit einem zweiten Tris-haltigen bzw. TRIS- und alkohol-haltigen 
Waschpuffer - z. B. mit dem Puffer RPE der Fa. Qiagen - 
gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils durch 
Evakuierung der Vakuumkammer durch die Membran gesaugt. Nach 
dem letzten Waschschritt wird das Vakuum uber einen Zeitraum 
von ca. 10 min auf rechterhalten, urn die Membran zu trocknen. 
danach wird die Vakuumkammer beliiftet. 

Zur Elation werden 70 M l RNase-freies Wasser auf die Membran 
pipettiert, urn die gereinigte RNA von der Membran abzulosen. 
Nach einer Inkubation iiber einen Zeitraum von 1 min bei einer 
Temperatur im Bereich von 10- bis 30 = C wir das Eluat mxttels 
einer Pipette von oben von der Membran abpipettierc und der 
Elutionsschritt wird zum Zweck einer vollstandigen Elution noch 
e initial wiederholt. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieSend durch 
photometrische Messung der Licht absorption bei exner 
Wellenlange von 260 nm ermittelt. Die Qualitat der so 
gewonnenen RNA wird durch die photometrische Bestxmmung des 
Verhaltnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen be. 
nm bestimmt (vgl . Fig. 5: Gesamt-RNA uber Hydrolon 1.2 



280 
isoliert) 



Die 



U1B Ergebnisse der zwei Isolxerungen .mit hydrophoben 
Nylonmembranen (Nr. 1 und 2) sind in der nachf olgenden Tabelle 
1 Vergleichsversuche, in denen zum einen hydrophiles Nylon 
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(Nyaflo) (Nr. 3) sdwie eine Silica-Membran eingesetzt wurde 
(Nr. 4), gegenubergestellt. Die dort wiedergegebenen Werte 
liefern einen uberzeugenden Beleg fur die beeindruckende 
Isolierungsleistung sowie Trennwirkung der erf indungsgemafi 
eingesetzten Materialien. Sie zeigen weiterhin, daS Silica-gel- 
Vliese eine deutlich geringe Ausbeute erbringen, was vermutlich 
auf ihre vlisartige Struktur und die damit verbundene 
Absorption des groSten Teiles des Eluatpuffers zuruckzuf lihren 
ist . 

Tabelle 1: RNA-Ausbeute und -Reinheit der nach Beispiel 1 
isolierten Gesamt-RNA 



Nr 


Membrantypus 


Ausbeute an 
Gesamt-RNA 
[ug] 


E 260 /E 280 


I 


Magna SH 1.2 um (hydrophobes Nylon) 


6.0 


1.97 


2 


Hvdrolon 1.2 (hydrophobes Nylon) 


7.1 


2.05 




Nvaflo (hvdrophiles Nylon) 


<0.2 


nicht bestimmt 


4 


Hydrophile Silica-Membran 


<0.2 


nicht bestimmt 



Die isolierte RNA kann ferner auf Agarosegelen, die mit 
Ethidiumbromid angefarbt sihd, analysiert werden. Hierzu werden 
beispielsweise 1,2 %-ige Formaldehyd- Agarose -Gele angefertigt. 
Das Ergebnis ist in Fig. 6 wiedergegeben . 

In Fig. 6 verkorpert Spur 1 eine Gesamt-RNA, die iiber eine 
hydrophobe Nylon-Membran des Ursprungs Magna SH mit einem 
Porendurchmesser von 1 , 2 /xm isoliert wurde. 

Spur 2 stellt eine Gesamt-RNA dar, die uber eine hydrophobe 
Nylon-Membran des Ursprungs Hydrolon mit einem Porendurchmesser 
von 1,2 fxm isoliert wurde. 
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Spur 3 stellt das Chromatogramm einer Gesamt-RNA dar # die iiber 
eine Silica-Membran isoliert wurde. 

Dabei wurden jeweils 50 M l der Gesamt-RNA isolate analysiert. 
Fig. 6 liefert einen deutlichen Beleg dafur, daS unter 
Verwendung der Silica-Membran kein meSbarer Anteil an Gesamt- 
RNA isoliert werden kann. 

Beispiel 2 

Isolierung freier RNA durch Bindung der RNA an hydrophobe 
Membranen mittels verschiedener Salz/Alkohol-Gemische . Bei 
diesem Beispiel werden Lysat und Waschlosungen durch Anlegen 
eines Vakuums iiber die hydrophobe Membran gefuhrt. 

In Plastiksaulen, die mit einer Vakuumkammer in Verbindung 
stehen, werden hydrophobe Nylon -Membranen (beispielsweise 
Hydrolon 1.2 /xm der Fa. Pall) analog Beispiel 1 eingebracht . 

100 fjil einer Gesamt-RNA enthaltenden wasserigen Losung werden 
jeweils mit 350 til eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium- 
■ i so- thiocyanat enthaltenden Lysepuffers (beispielsweise Puffer 
RLT der Fa. Qiagen), 350 fil 1.2 M Natriumacetat-Losung, 350 fil 
2 M Natriumchlorid-Losung, 350 fil 4 M Li thiumchlor id- Losung 
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. 

AnschlieSend werden jeweils 250 M l Ethanol zugegeben und 
ebenfalls durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Die RNA- 
haltigen Losungen werden danach in die Plastiksaulen 
einpipettiert und durch Evakuierung der Vakuumkammer durch die 
Membran gesaugt. Unter den beschriebenen Bedingungen bleibt die 
■ RNA an den Membranen gebunden. Die Membranen werden 
anschlieSend - wie in Beispiel 1 beschrieben - gewaschen. 
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AbschlieSend wird die RNA - ebenfalls wie in Beispiel 1 
beschrieben - von oben - von der Membran mittels einer Pipette 
entnommen . 

5 Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wirde durch photometrische 
Messung der Licht absorption bei 260 nm ermittelt. - Die 
Qualitat der so gewonnenen RNA wird durch die photometrische 
Bestimmung der Verhaltnisse der Lichtabsorption bei 2 60 nm zu 
der bei 2 80 nm bestimmt. 

10 



15 



Tabelle 2: Isolierung freier RNA durch Bindung der RNA an 
hydrophobe Membranen mittels verschiedener 
Salz/Alkohol-Gemische 



Nr 


Salz/Alkohol-Gemisch 


Ausbeute ah 
Gesamt-RNA 

[MSl 


E 260 /E 280 


1 


RLT-Puffer Qiagen / 35 %-iges Ethanol 


9.5 


1.92 


2 


0.6 M Natriumacetat /' 35 %-iges Ethanol 


8.5 


1.98 


3 


1.0 M Natriumchlorid / 35 %-iges Ethanol 


7.9 


1.90 


4 


2 VI Lithiumchlorid / 35 %-iges Ethanol 


4.0 


|2.0I 



20 



25 



30 



Beispiel 3 

Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen 

In einer Plastiksaule werden kommerziell erhaltliche hydrophobe 
Membranen, die aus verschiedenen Materialien bestehen, einlagig 
eingebracht. Die Membranen werden auf einer Polypropylenf ritte , 
die als mechanische Unterstvitzung dient, plaziert und durch 
einen Spannring in der Plastiksaule fixiert. Die .so 
vorbereitete Saule wird in ein Collection Tube gesetzt, die 
folgenden isolierungsschritte werden mittels einer 
Zentrifugation durchgefuhrt . 
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Zur isolierung werden 5x10 s HeLa-Zellen durch Zentrifugation 
pelletiert und der Uberstand abgenomen. Die Zellen werden durch 
Zugabe von 150 M l ^ines handelsublichen Guanidinium- 
Isothiocyanat-Puffers - wie z. B. RLT-Puffer der Fa. Qiagen - 
auf an sich aus dem Stand der Technik bekannte Weise lysiert. 
Dabei wird die Lyse durch mehrtnaliges Auf- und Abpipettieren 
Oder durch Vortexen uber einen Zeitraum von 5 s unterstutzt. 
AnschlieSend werde 150 „1 70 %-iges Ethanol zugefugt und durch 
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder durch Vortexen uber 
einen Zeitraum von 5 s gemischt. 

Das Lysat wird anschlieSend in die Plastiksaule pipettiert und 
durch Zentrifugation bei 10000 x g fur 1 min durch die Membran 
gefuhrt. AnschlieSend wird mit einem handelsublichen 
Guanidinium-Isothiocyanat-haltigen Waschpuffer - beispielsweise 
mit dem Puffer RW1 der Fa. Qiagen - und danach mit einem 
zweiten Tris- und alkoholhaltigen Waschpuffer - beispielsweise 
Puffer RPE der Fa. Qiagen - gewaschen. Dabei werden die 
Waschpuffer jeweils durch Zentrifugation durch die Membran 
gefuhrt. Der letzte Waschschritt wird bei 20000 x g fur 2 mm 
durchgefiihrt, urn die Membran zu trocknen. 

Zur Elution werden 70 M l RNase-freies Wasser auf die Membran 
pipettiert, urn die gereinigte RNA von der Membran zu losen. 
Nach einer Inkubation von 1 - 2 min bei einer Temperatur im 
Bereich von 10 - 30 °C wird das Eluat mittels einer Pipette von 
oben von der Membran abpipettiert . Der Elutionsschritt wird 
einmal wiederholt, urn eine vollstandige Elution zu errexchen. 
Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieSend durch 
photometrische Messung der Licht absorption bei exner 
Wellenlange von 260 nm ermittelt. Die Qualitat der RNA wird 
durch die photometrische Bestimmung des Verhaltnisses der 
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt. 
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
hydrophoben Membranen sind in der nachf olgenden Tabelle 3 
auf gefuhrt. Es werden 3 - 5 Parallelversuche pro Membran 
durchgefuhrt und jeweils der Mittelwert errechnet . Durch die 
Verwendung einer Silica-Membran kann kein meSbarer Anteil an 
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Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme 
von oben von der Membran gewonnen wird. 



Tabelle 3: RNA-Ausbeute der nach Beispiel 3 isolierten 
Gesamt-RJNA durch Bindung an hydrophobe Membranen 



Hersteller I 


Vfembran I 


Vtatf*rial 

1 


EiNA : 
,"g) : 


260 nm/ 
280 nm 


Pall Gelman Sciences I 


Hydrolon, 1,2 urn 


TvHrnnhnhp*; Nvlon 


5,53 


1,7 


Pall Gelman Sciences 


Hvdrolon. 3 urn 


lyuiUpiiuuw n vivn 


9,79 


1,72 


Pall Gelman Sciences 


Fluoro Trans G 


Polyvinylidendifluorid 


6,16 


1,72 


Pall Gelman Sciences 


v mi/ a 

NrWA 


Acrylpolymer auf Nylongewebestutzkorper 


2.Q1 


1. 73 


Pall Gelman Sciences 


rlemasep v ivicuium 


modihziertes Polyester 


4.16 


1.74 


Pall Gelman Sciences 


Hemadvne 


moditlziertes Polyester 


6.67 


1,65 


Pall Gelman Sciences 


V-oUU K 


leicht hydrophobes modiflzienes Acryl- 
Copolymer 


6.26 


1,72 


Pall Gelman Sciences 


Supor-450 PR 


hvdrophobes Polyethersulfon 


3.96 


1.76 


Pail Gelman Sciences 


Versapor- 1200R 


leicht hydrophobes moditlziertes Acryl- 
Copolymer 


6,23 


1.68 


Pall Gelman Sciences 


Versapor - 3000R 


leicht hydrophobes moditlziertes Acryl- 
Copolvmer 


3.54 


1.74 


Pall Gelman Sciences 


Zetluor 


Polytetratluorethvlen 


5.19 


1.65 


Pall Gelman Sciences 


Polvpro - 450 


Polvesterfaser 


4.58 


1,77 


GORE - TEX 


Polypropylen-Lochtohe 93 


hydrophobes Polytetratluorethvlen 


3.6 


L59 


GORJE - TEX 


Polypropylen-Lochfolie 93 


hvdrophobes Polytetratluorethvlen 


2.15 


1.65 


GORE - TEX 


Polypropylen-Lochfolie 93 


hvdrophobes Polytetratluorethvlen 


1.59 


1.72 


GORE - TEX 


Polvester-Vlies 9316 


hvdrophobes Polytetratluorethvlen 


3.61 


1.69 


GORJE - TEX 


Polyprop.-Vlies 9317 


hvdrophobes Polvtetrarluorethylen 


1.70 


Millipore 


Mitex Membrane 


hvdrophobes Polytetratluorethvlen 




1.62 


Millipore 


DVHP 


hvdrophobes Polyvinylidenfluorid 


7.45 


L72 


MSI 


Magna-SH. 1.2 urn 


hydrophobes Nylon 


4.92 


1.69 


MSI 


Magna-SH. 5 urn 


hydrophobes Nylon 


10.2 


1.71 


MSI 


Magna-SH. 10 urn 


hydrophobes Nylon 


7.36 


1.76 


MSI 


Magna-SH. 20 urn 


hvdrophobes Nvlon 


7.04 1.03 



Beispiel 4 

Isolierung freier RNA aus waSric-- L'.'jun; 

, ^ no-i cni ^1 -d-^ plastiksaulen mit 
Entsprechend . dem Beispiel 

verschiedenen hydrophoben Membra::-:: rvsrgestellt • 



WO 99/22021 



28 



PCT/EP98/06756 



10 0 Ml einer Gesamt-RNA enthaltenden waSrigen Losung wird mit 
350 nl eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium-Isothiocyanat 
enthaltenden Lysepuffers - z. B. RLT-Puffer der Fa. Qiagen - 
vermischt. AnschlieSend werden 250 M l Ethanol zugegeben und 
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird dann 
auf die Saule aufgetragen und durch Zentrifugation (10000 x g; 
1 min) durch die Membran gefuhrt. Die Membranen werden 
anschlieSend zweimal mit einem Puffer z . B . RPE der Fa. 
Qiagen - gewaschen. Der Puffer wird jeweils durch 
Zentrifugation durch die Membranen gefuhrt. Der letzte 
Waschschritt wird bei 20000 x g durchgef uhrt , urn die Membranen 
zu trocknen. 

Abschliefiend wird die RNA wie bereits in. Beispiel 3 beschrieben 
mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer Pipette von 
der Membran abgenommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlielSend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei erner 
Wellenlange von 260 nm ermittelt und die Qualitat der RNA durch 
die photometrische Bestimmung des Verhaltnisses der 
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestxmmt. 
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
hydrophoben Membranen sind in der nachf olgenden Tabelle 4 
auf gefuhrt. Es werden 3 - 5 Parallelversuche pro Membran 
durchgef uhrt und jeweils der Mittelwert errechnet . Durch dre 
Verwendung einer Silica-Membran kann kein meSbarer Anteil an 
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme 
von oben von der Membran gewonnen wird. 
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Tabglle 4: Isolierung freier RNA aus waEriger Losung durch 
Bindung an hydrophobe Membranen 



Hersteller t 


vlembran 


vLalClial 


ina (ng : 


>60 nml 
»80 nm 


Pall Gelman I 
Sciences 


•iydrolon. 1,2 urn i 


lydrophobes Nylon 


5 15 


I 75 


Pall Gelman 
Sciences 


Kydrolon, 3 urn 


lyaropnooes iNyion 1 


3,22 


1,79 


Pall Gelman 
Sciences 


Fluoro Trans G 


hyaropnoDes. caDOxyncrieb 
Polyvinvlidendifluorid 


5,83 


1,79 


Pal! Gelman 
Sciences 


NFWA 


Acrylpolymer aur NyiongeweucbiuuiKuipci 


1 85 


1,72 


Pall Gelman 
Sciences 


Hemasep V Medium 


modifiziertes Polyester 


4 


i 79 


Pall Gelman 
Sciences 


Hemadyne 


modifizienes Polyester 


0.47 


2.1 


Pall Gelman 
Sciences 


V-800 R 


leicht hydrophobes modifiziertes Acryl- 
Copolvmer 


2.74 


1.77 


Pall Gelman 
Sciences 


Supor-450 PR 


hydrophobes Polyethersulfon 


5.97 


1.71 


Pall Gelman 
Sciences 


Zefluor 


Polytetrafluorethylen 


8.67 


1,69 


Pall Gelman 
Sciences 


Polypro - 450 


Polyesterfaser 


5.09 


1.78 


GORE - TEX 


Polypropyien-Lochfolie 
9337 


hydrophobes Polytetrafluorethylen 


5.96 


1.62 


GORE - TEX 


Polypropyien-Lochfolie 
9336 


hydrophobes Polytetrafluorethylen 


7.43 


1.71 


GORE - TEX 


Polypropyien-Lochfolie 
9335 


hydrophobes Polytetrafluorethylen 


4.35 


1.63 


GORE - TEX 
GORE - TEX 
Millipore 
Millipore 
MSI 


Polyester-Vlies 9316 
Polyprop.-Vlies93l7 
Fluoropore PTFE 
DVHP 

Magna-SH. 1.2 urn 


hydrophobes Polytetrafluorethylen 
hydrophobes Polytetrafluorethylen 
hydrophobes Polytetrafluorethylen 
hvdrophobes Polyvinylidenfluorid 
jhydrophobes Nylon 


5.92 

8.7 

8.46 

4.23 

1.82 


1.67 

1,66 

1.70 

1.8 

1.76 



Beispiel 5 

Isolierung von Gesamt-RNA aus 
der PorengroSe der Membran 



HeLa-Zellen in Abhangigkeit von 
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Entsprechend dem Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit 
verschiedenen hydrophoben Membranen unterschiedlicher 
PorengroSe hergestellt . 

Nach Beispiel 1 wird ein Zell-Lysat aus 5xl0 5 HeLa-Zellen 
hergestellt und uber die Saulen gefuhrt. AnschlieSend werden 
die Membran mit den kommerziell erhalt lichen Puffern RWl und 
RPE der Fa. Qiagen mittels Zentrifugation gewaschen. Der letzte 
Zentrifugationsschritt wird bei 20000 x g fur 2 min 
durchgefuhrt, um die Membranen zu trocknen. Die Elution wird 
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. 

Die Ergebnisse sind in der nachf olgenden Tabelle 5 auf gefuhrt . 
Es werden 3-5 Parallelversuche pro Membran durchgefuhrt und 
jeweils der Mittelwert errechnet. 



Tabelle 5 : RNA-Ausbeute der isolierten Gesamt-RNA durch 
Bindung an hydrophobe Membranen unterschiedlicher 
Porengrofie 



Hersteller 


Membran 


Material 


Porengr. 
(um) 


RNA 
(ug) 


260 nm/ 
280 hm 


Inflltec 


Polvcon 0.0 1 


Hvdrophiles Polycarbonat 


0.0 1 


0,17 


1.64 


Pat! Gelman 
Sciences 


Fluoro Trans G 


hydrophobes, caboxyliertes 
Polvvinylidendifluorid 


0.2 


6,16 


1.72 


Pall Gelman 
Sciences 


Supor-450 PR 


hydrophobes Polyethersulfon 


0.45 


3.96 


1,76 


Millipore 


DVHP 


hvdrophobes Polyvinylidenfluorid 


0.65 


7,45 


1.72 


MSI 


Magna- SH 


hydrophobes Nylon 


1.2 


4.92 


1.69 


MSI 


Magna-SH 


hydrophobes Nylon 


5 


10.2 


1.71 


MSI 


Ma2na-SH 


hydrophobes Nylon 


10 


7.36 


1.76 


MSI 


Masrna-SH 


hydrophobes Nylon 


20 


7.04 1.65 



Beispiel 6 
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Isolierung Von genomischer DNA aus waSriger Losung 

Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen (beispielsweise Magna-SH, 5 fim der Fa. MSI) 
hergestellt. Die Durchfiihrung der Aufreinigung wird mit 
handelsublichen Puffern der Fa. Qiagen durchgefuhrt. 
200 fil einer wafcrigen Losung genomischer DNA aus Lebergewebe 
wird in PBS-Puffer hergestellt. Zu dieser Losung werden 200 /xl 
eines Guanidinium-Hydrochlorid-haltigen Puffers - z. B. AL der 
Firma Qiagen - gegeben und vermischt. AnschlieSend werden 210 
fil Ethanol zugegeben und durch Vortexen vermischt. Das Gemisch 
wird • entsprechend Beispiel 3 auf die Saule getragen und durch 
Zentrifugation durch die Membran gefiihrt. Die Membran wird 
anschliefiend mit einem alkoholhaltigen Puffer - z. B. RW der 
Fa. Qiagen - gewaschen und getrocknet . Die Elution wird wie in 
Beispiel 3 beschrieben durchgef uhrt . Es werden drei 
Parallelversuche durchgefuhrt und der Mittelwert errechnet. 
Die Menge an isolierter DNA wird anschliefiend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt und betragt ca. 30 % der 
Ausgangsmenge . Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu 
derjenigen bei 280 nm betragt 1,82. 



Beispiel 7 

Isolierung von genomischer DNA aus Gewebe 

Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen (beispielsweise Magna-SH, 5 nm der Fa. MSI) 
hergestellt. Die Durchfiihrung der Aufreinigung wird mit 
handelsublichen Puffern der Fa. Qiagen durchgefuhrt. 
10 mg Nierengewebe (Maus) wird mit 180 /xl ATL versetzt und 
durch einen mechanischen Homogenisator zermahlen. AnschlieSend 
wird Proteinase K (ca. 0,4 mg gelost in 20 /xl Wasser) zum 
Ansatz gegeben und bei 55 °C fur 10 min inkubiert . Nach Zusatz 
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von 200 fil eines Guanidinium-Hydrochlorid-haltigen Puffers - 
z. B. AL der Firma Qiagen - Mischen und einer 10 rainiitigen 
Inkubation bei 70 °C wird 200 pi Ethanol unter den Ansatz 
geraischt. Dieses Gemisch wird auf die Saule getragen und durch 
Zentrifugation uber die Membran gefuhrt. Die Membran wird mit 
einem alkoholhaltigen Puffer - z. B. RW der Fa. Qiagen - 
gewaschen und anschlieSend durch Zentrifugation getrocknet.. Die 
Elution wird wie in Beispiel 3 beschrieben durchgef uhrt . Es 
werden drei Parallelversuche durchgef uhrt und der Mittelwert 
errechnet . 

Die Menge an isolierter DNA wird anschlieSend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt und betragt im Durchschnitt 
9,77 M g. Das Verhaltnis der Absorption bei 260/280 nm betragt 
1,74. 



Beispiel 8 

immobilisierung von Gesamt-RNA aus waSriger Losung mittels 
unterschiedlicher chaotroper Agenzien 

Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 pi einer Gesamt-RNA enthaltenden waErigen Losung wird mit 
350 ixl eines Lysepuffers, der Guanidinium-Isothiocyanat bzw. 
Guanidinium-Hydrochlorid in unterschiedlichen Konzentrationen 
enthalt , vermischt . AnschlieSend werden 250 fil Ethanol 
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses 
Gemisch wird dann auf die Saule aufgetragen und durch 
Zentrifugation (10000 x g; 1 min) durch die Membran gefuhrt. 
Die Membranen werden anschlieSend zweimal mit einem 
alkoholhaltigen Puffer - z . B . RPE der Fa. Qiagen - gewaschen. 
Der Puffer wird jeweils durch Zentrifugation durch die 
Membranen gefuhrt. Der letzte Waschschritt wird bei 20000 x g 
durchgef uhrt, urn die Membranen zu trocknen. Die Elution wird 
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wie in Beispiel 3 durchgef uhrt . Es werden Doppelbestimmungen 
durchgefuhrt und jeweils der Mittelwert angegeben. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 aufgefuhrt. 



Tabelle 6: RNA-Ausbeute aus 
chaotroper Agenzien 



waSriger Losung mittels 



Membran 


chaotropes Agens und Konzentration im 
Bindeansatz 


Ausbeute an Gesamt-RNA (jag 


Hvdroion. 1.2 u.m 


GITC, 500 mM 


2.3 


Hydrolon. 1,2 u.m 


GITC, 1 M 


0.8 


Hydrolon. 1,2 \im 


GITC. 3 M 


0.9 


Fluoro Trans G 


GITC. 500 mM 


.0.4 


Fluoro Trans G 


GITC. 1 M 


1.25 


Fluoro Trans G 


GITC. 3 M 


0.6 


Hydrolon. 1.2 u.m 


GuHCl. 500 mM 


2.6 


Hydrolon. 1.2 u.m 


GuHCI. 1 M 


6.7 


Hydrolon. 1.2 um 


GuHCl, 3 M 


2,9 


Fluoro Trans G 


GuHCI. 500 mM 


0.4 


Fluoro Trans G 


GuHCl. 1 M 


1.25 


Fluoro Trans G 


GuHCl. 3 M 


0.6 



Beispiel 9 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus waEriger Losung mitteis 
unterschiedlicher Alkohole 

Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen- hergestellt . 

100 nl einer Gesamt-RNA enthaltenden waSrigen Losung wird mit 
350 nl eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers 
(Konzentration 4 M) vermischt . Anschliefiend werden 
unterschiedliche Mengen an Ethanol bzw. Isopropanol zugegeben 
und mit RNase-freiem Wasser auf 700 \il aufgefullt und gemischt . 
Dieses Gemisch wird dann auf die Saule aufgetragen und 
entsprechend Beispiel 4 durch die Membran geffihrt und 
gewaschen. Die Elution erfolgte ebenfalls wie - in Beispiel 3. Es 
werden Doppelbestimmungen durchgefuhrt und jeweils der 
Mittelwert angegeben. 
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Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 aufgefuhrt. 



Tabelle 7: RNA-Ausbeute aus wafiriger Losung 
unterschiedlichen Alkoholen im Bindeansatz 



Membran 


Alkohol und Konzentratton im Bmdeans 


Ausbeute an Gesamt-RNA (ug 


Hydrolon. 1,2 ^m 


Ethanol, 5 % 


0,7 


Hydrolon. 1.2 um 


Ethanol.30% 


2.85 


Hydrolon, 1.2 um ___ 


Ethanol, 50 % 


4,5 


DVHP 


Ethanol. 5 % 


0,4 


DVHP 


EthanoL 30 % 


1,25 


DVHP 


Ethanol. 50 % 


0.6 


Hvdrolon. 1,2 um 


Isopropanol. 5 % 


0.35 


Hydrolon. 1.2 urn 


IsopropanoL 30 % 


4.35 


Hydrolon. 1,2 urn 


Isopropanol. 50 % 


] 3.2 


DVHP 


Isopropanol. 10 % 


1.35 


DVHP 


Isopropanol. 30 % 


4.1 


DVHP 


IsopropanoL 50 % 


3.5 



Beispiel 10 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus waSriger Losung • mit 
unterschiedlichen pH-Werten 

Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 nl einer Gesamt-RNA enthaltenden wafirigen Losung wird mit 
350 iii eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers 
(Konzentration 4 M) vermischt . Der Puffer enthalt 25 mM 
Natrium-Citrat und wird auf unterschiedliche pH-Werte mittels 
HC1 bzw. NaOH eingestellt. AnschlieSend wird 250 fil Ethanol 
zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule 
aufgetragen und entsprechend ■ Beispiel 4 durch die Membran 
gefiihrt und gewaschen. Die Elution erfolgte ebenfalls wie in 
Beispiel' 3. Es werden Doppelbestimmungen . durchgefuhrt und 
jeweils der Mittelwert angegeben . 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 auf gefiihrt. 
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Tabelle 8 : RNA-Ausbeute aus waSriger Losung 
unterschiedlichen pH-Werten im Bindeansatz 



Membran 


pH-Wert im Bindeansatz 


Ausbeute an Gesamt-RNA (ug 


Hydrolon, 1,2 am 


pH3 


0,15 


Hydrolon. 1.2 urn 


pH9 


1,6 


Hydrolon. 1,2 urn 


pH 11 


0.05 


Fluoro Trans G 


pH 1 


0.45 


Fluoro Trans G 


pH9 


2.85 


Fluoro Trans G 


pH 11 


0.25 



Beispiel 11 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus waSriger Losung mittels 
unterschiedlicher Salze 

Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 ul einer Gesamt-RNA enthaltenden waSrigen Losung wird" mit 
3 50 ul eines salzhaltigen Lysepuffers (NaCl, KCl , MgS0 4 ) 
vermischt. AnschlieSend wird 250 ul H 2 0 oder Ethanol zugegeben 
und gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule 
aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die Membran 
gefuhrt, gewaschen und eluiert . Es werden Doppelbestimmungen 
durchgefiihrt und jeweils der Mittelwert angegeben. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 auf gefuhrt . 
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Tabelle 9 : RNA-Ausbeu'te aus waSriger Losung mit verschiedenen 
Salzen im Bindeansatz 



Membran 1 


Salz-Konzemration im Bindeansatz 


Aii^hrMitp an fie^mnNRNA ( U 47 


Hvdrolon. 12 um 


NaCI. 100 mM: ohne Ethanol 


fl 1 


Hvdrolon. 1.2 um 


NaCK 1 M: ohne Ethanol 


U,i 3 


Hvdrolon, 1 .2 um 


NaCI. 5 M: ohne Ethanol 


ft 1 


Hvdrolon. 1.2 um 


KCl. 10 mM: ohne Ethanol 




Hydroion. 1.2 um 


KCl I M* ohne Ethanol 


0.1 


Hvdrolon, 1.2 urn 


KCl, 3 M: ohne Ethanol 


0.25 
0,05 


Hvdrolon, 1.2 um 
Hvdrolon, 1.2 um 


MgSCU, 100 mM; ohne Ethanol 
M^SOa. 750 mM; ohne Ethanol 


0,15 
0,48 


Hydroion. 1.2 um 
Hydroion. 1,2 um 


MgS0 4 , 2 M: ohne Ethanol 
NaCI. 500 mM: mil Ethanol 


2,1 


Hvdrolon. 1.2 um 


NaCI, I M: mit Ethanol 


1.55 


Hvdrolon. 1.2 um 


j NaCI. 2.5 M: mit Ethanol 


1.35 


Hvdrolon. 1.2 um 


KCl. 500 mM; mit Ethanol 


1.6 


Hydroion. 1.2 um 


KCl. 1 M: mit Ethanol 


2.1 


Hvdrolon. 1,2 um 


KCl. 1.5 M: mit Ethanol 


3,5 


Hvdrolon, 1.2 um 


M2SO4, 10 mM; mit Ethanol 


1.9 


Hydroion; 1.2 um 


M2SO4. 100 mM: mit Ethanol 


4.6 


Hydroion. 1.2 um 


MeSCU, 500 M: mit Ethanol 


2 



10 



15 



20 



Beispiel 12 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus 
unterschiedlicher Puf f erbedingungen 



waSriger Losung mittels 



Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 Ml einer Gesamt-RtfA enthaltenden waSrigen Losung wird mit 
350 Ml eines Guanidinium- Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers 
(Konzentration 2,5 M) vermischt . Der Lysepuffer wird mit 
verschiedenen Konzentrationen an Natrium-Citrat , pH 7, bzw. 
Natrium-Oxalat versetzt . AnschlieSend wird 250 M l Ethanol 
zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule 
aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die Membran 
gefuhrt, gewaschen und eluiert . 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 auf gefuhrt . Es werden 
Doppelbestimmungen durchgefuhrt und jeweils der Mittelwert 
angegeben . 
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Tabelle 10: RNA-Ausbeute aus wafiriger Losung mit 
verschiedenen Puf f erkonzentrationen im Bindeansatz 



Membran 


Natrium-Citrat im Lysepuffer 


Ausbeute an Gesamt-RNA (ug 


Hydrolon. 1.2 um 


Na-Citrat. 10 mM 


2,2 


Hydrolon. 1,2 um 


Na-Citrat. 100 mM 


2,4 


Hydrolon. 1,2 um 


Na-Citrat. 500 mM 


3,55 


Supor-450 PR 


Na-Citrat. 10 mM 


U 


Supor-450 PR 


Na-Citrat. 100 mM 


U5 


Supor-450 PR 


Na-Citrat. 500 mM 


0.2 


Hydrolon 1,2 um 


Na-Oxalat. 1 mM 


1.5 


Hydrolon 1.2 um 


Na-Oxalat. 25 mM 


1,05 


Hydrolon 1,2 um 


Na-Oxalat. 50 mM 


0.9 


Supor-450 PR 


Na-Oxalat. 1 mM 


1.9 


Supor-450 PR 


Na-Oxalat. 25 mM 


1.3 


Supor-450 PR 


Na-Oxalat. 50 mM 


1.7 



Beispiel 13 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus waSriger Losung durch Phenol 

Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen (beispielsweise Hydrolon, 1,2 /xm der Fa. Pall Gelman 
Sciences) hergestellt . 

WaSrige RNA- Losung wird mit 700 /xl Phenol vermischt und iiber 
die Membranen mittels Zentrifugation gefiihrt. Entsprechend 
Beispiel 4 werden die Membranen gewaschen und die RNA eluiert . 
Es werden Doppelbestimmungen durchgefuhrt und jeweils der 
Mittelwert angegeben. 

Die Menge an isolierter RNA wird anschlieSend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt und betragt im Durchschnitt 
10,95 txg- Das Verhaltnis der Absorpcicn bei 260/280 nm betragt 
0,975. 



Beispiel 14 
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Waschen der immobilisierten Gesamt-RNA unter verschiedenen 
Salzkonzentrationen 

Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 ill einer Gesamt-RNA enthaltenden waSrigen Losung wird mit 
350 fil eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers 
(Konzentration 4 M) vermischt. AnschlieSend wird 250 pi Ethanol 
zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule 
aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die Membran 
gefuhrt. Die Membranen werden anschlieSend zweimal mit einem 
Puffer, der unterschiedliche Konzentrationen an NaCl und 80 % 
Ethanol enthalt, gewaschen. Der Puffer wird jeweils durch 
Zentrifugation durch die Membranen gefuhrt. Der letzte 
Waschschritt wird bei 20000 x g durchgef fihrt , urn die Membranen 
zu trocknen. Die Elution erfolgt ebenfalls wie in Beispiel 3. 
Es werden Doppelbestimmungen durchgef uhrt und jeweils der 
Mittelwert angegeben. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgefuhrt. 

Tabelle 11: RNA-Ausbeute aus waSriger Losung mit NaCl dm 
Waschpuffer 



Membran 


NaCl im Waschpuffer j 


Ausbeute an Gesamt-RNA (ug 


Hydrolon, 1,2 |im 


NaCl, 10 mM 


U4 


Hydrolon, 1,2 \xm 


NaCl. 50 mM 


3,15 


Hydrolon, 1,2 jam 

DVHP 

DVHP 

DVHP 


NaCl, 100 mM 
NaCl, 10 mM 
NaCl. 50 mM 
NaCl. 100 mM 


3 

2,7 
2.85 
2.7 



Beispiel 15 

Elution der immobilisierten 
Salz- und Puf f erbedingungen 



>jsaT.c -P.NA unter verschiedenen 



WO 99/22021 



39 



PCT/EP98/06756 



Entsprechend Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 jLtl einer Gesamt-RNA enthaltenden waSrigen Losung wird mit 
3 50 fil eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers 
(Konzentration 4 M) vermischt . AnschlieSend wird 250 fil Ethanol 
zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule 
aufgetragen und entsprechend Beispiel 3 durch die Membran 
gefiihrt und gewaschen. 

Zur Elution werden 70 /xl einer NaCl-haltigen Losung, eines 
Tris/HCl-Puf f ers (pH 7) oder einer Natrium-Oxalat Losung (pH 
7,2) auf die Membran pipettiert, urn die gereinigte RNK von der 
Membran zu lqsen. Nach einer Inkubation von 1-2 min bei einer 
Temperatur im Bereich von 10 - 30 °C wird das Eluat mittels 
einer Pipette von oben von der Membran abpipettiert . Der 
Elutionsschritt wird einmal wiederholt, urn eine vollstandige 
Elution zu erreichen. Es werden Doppelbestimmungen durchgefuhrt 
und jeweils der Mittelwert angegeben. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengef afit . 



Tabelle 12: RNA-Ausbeute aus waEriger Losung mit NaCl bz*w. 
Tris/HCl im Elutionspuf f er 



Membran 


NaCl bzw. Tris im Eiutionspuffer 


Ausbeute an Gesamt-RNA (ug) 


Hydrolon, 1.2 \xm 


NaCl, I mM 


1.35 


Hydrolon, 1,2 um 


NaCl, 50 m.M 


1,2 


Hydrolon. 1,2 ^im 


NaCl. 250 mM 


0,45 


DVHP 


NaCl, I mM 


0.9 


DVHP 


NaCl. 50 mM 


0.35 


DVHP 


NaCl, 500 mM 


0.15 


Hvdrolon. 1.2 um 


Tris, L mM 


0.35 


Hydrolon. 1,2 um 


Tris, L0 mM 


0.75 


DVHP 


Tris, I mM 


1,5 j 


DVHP 


Tris. 50 mM 


I 


DVHP 


Tris. 250 mM 


0.1 


Hvdrolon 1.2 um 


Na-Oxalat. 1 mM 


0.45 


Hvdrolon 1.2 um 


Na-Oxaiat. 10 mM 


0.65 


Hydrolon 1.2 um 


Na-Oxalat. 50 mM 


0.3 


DVHP 


Na-Oxalai. 1 mM 




DVHP 


Na-Oxalat. 10 mM 


1.55 


DVHP 


Na-Oxalat. 50 mM 


0.15 
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Beispiel 16 

Einsatz von Gesamt-RNA in einer "Real Time" Quant itativen RT- 
PCR unter Verwendung des 5 ' -Nuklease PCR-Assays zur 
Amplifikation und Detektion von S-Aktin mRNA 

Entsprechend dem Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit einer 
kommerziell erhaltlichen Membran (Pall-Gelman Sciences, 
Hydrolori 1,2 fim) hergestellt. Zur Isolierung von RNA werden 1 x 
10 5 HeLa-Zellen eingesetzt und die Aufreinigung der Gesamt-RNA 
wird wie in Beispiel 3 beschrieben durchgef iihrt . Die Elution 
erfolgt mit 2 x 60 /xl H : 0 wie in Beispiel 3 beschrieben. Zur 
vollstandigen Entfernung restlicher geringer Mengen an DNA wird 
die Probe mit einer DNase vor der Analyse behandelt. Es wird 
eine "Ein-GefaS 'Real Time" Quantitative RT-PCR" unter 
Verwendung des kommerziell erhaltlichen Reagenzsystems von 
Perkin-Elmer (TaqMan™ 1 PCR Reagent Kit) unter Einsatz einer M- 
MLV Reversen Transkriptase durchgef iihrt . Durch den Einsatz 
spezifischer Primer und einer spezifischen TaqMan- Sonde fur 6- 
Aktin (TaqMan'™ 1 S-Actin Detection Kit der Firma Perkin Elmer) 
werden die 6-Aktin mRNA-Molekiile in der Gesamt-RNA Probe 
zunachst in S-Aktin cDNA umgeschrieben und anschlieSend direkt 
ohne . Unterbrechung der Gesamtreaktion in dem gleichen 
ReaktionsgefaS amplifiziert und detektiert. Die 

Reaktionsansatze werden entsprechend den Anweisungen des 
Herstellers hergestellt. Es werden drei verschiedene Mengen an 
der isolierten Gesamt-RNA verwendet (l, 2, 4 /xl Eluat) und eine 
dreifache Bestimmung durchgef iihrt . Als Kontrolle werden drei 
Ansatze ohne RNA mitgef iihrt . Die cDNA Synthese findet fur 1 
Stunde bei 37 °C statt, direkt gefolgt von einer PCR, die 40 
Zyklen umf aSt . Die Reaktionen und die Analysen werden auf einem 
ABI PRISM 1 ™' 7700 Sequence Detector der Firma Perkin Elmer 
Applied Biosystems durchgef iihrt . Jedes wahrend eines PCR-Zyklus 
entstehende Amplikon erzeugt ein lichtemmitierendes Molekiil, 
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das durch Abspaltung von der TaqMan-Sonde entsteht. Damit ist 
das insgesamt entstehende Licht signal direkt proportional zur 
entstehenden Amplikonmenge und damit zur ursprunglich in der 
Gesamt-RNA Probe vorhandenen Transkriptmenge . Das emmitierte 
Licht wird von dem Gerat gemessen und durch ein 
Computerprogramm ausgewertet . Der PCR-Zyklus, bei dem das 
Lichtsignal das erste • Mai sicher oberhalb • des 
Hintergrundrauschens detektiert wird, wird als "Threshold 
Cycle" (ct) bezeichnet. Dieser Wert ist ein MaS fur die in der 
Probe vorhandene Menge an der spezifisch amplif izierter RNA. 
Fur die eingesetzte Menge von 1 jul an mit dem hier 
beschriebenen Verfahren isolierter Gesamt-RNA ergibt sich ein 
durchschnittlicher ct-Wert von 17,1, fur 2 pi an Gesamt-RNA ein 
ct-Wert von 16,4 und fur 4 jul an Gesamt-RNA ein ct-Wert von 
15,3. Hieraus ergibt sich ein linearer Zusammenhang von 
eingesetzter Gesamt-RNA und dem ct-Wert. Dies zeigt, daS die 
Gesamt-RNA frei Substanzen ist, die die Amplif ikationsreaktion 
hemmen konnten. Die Kontrollansatze , die keine RNA enthalten, 
erzeugen keine Signale. 



Beispiel 17 

Einsatz von Gesamt-RNA in einer RT-PCR zur Amplif ikation und 
Detektion von [3-Aktin mRNA. 

Entsprechend dem Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit einer 
kommerziell erhaltlichen Membran (Fa. Pall Gelman Sciences, 
Hydrolon der PorengroSe 1,2 bzw. 3 urn; Fa. Sartorius , 
Sartolon der PorengroSe 0,45 urn) hergestellt. 

Zur Isolierung von RNA werden zwei verschiedene 
Ausgangsmaterialien eingesetzt; 

1) Gesamt-RNA , aus Leber (Maus) in waSriger Losung , 
Auf reinigung und Elution erf olgt wie - in Beispiel 4 
beschrieben und 
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2) 5 X 10 5 HeLa-Zellen, die Aufreinigung der Gesamt-RNA 
sowie die Elution wird wie in Beispiel 3 beschrieben 
durchgef uhrt . 

Es werden jeweils 20 ng der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt. 
Als Kontrolle wird RNA, die mittels des RNeasy-Kits (Fa. 
Qiagen) aufgereinigt wurde, und ein Ansatz ohne RNA 
mitgef uhrt . 

Es wird eine RT-PCR unter Standardbedingungen mit diesen 
Proben durchgef vihrt . Fur die Amplif ikation werden zwei 
verschiedene Primerpaare fur das p-Aktin verwendet. Ein . 150 
Bp groSes Fragment dient als Nachweis der Sensitivitat , ein 
1,7 kBp groSes Fragment dient der Integritat der RNA. Aus der 
RT-Reaktion wird 1 ul entnommen und in der anschlieSenden PCR 
eingesetzt. Es werden fur das kleine Fragment 25 Zyklen, fur 
das groSe Fragment 27 Zyklen durchgef uhrt . Die 
Anlagerungstemperatur betragt 5S°C. Die Amplif ikate werden 
anschliefiend auf einem nicht denaturierenden Gel aufgetragen 
und analysiert . 

« 

Fur die eingesetzte Menge von 20 ng an mit dem hier 
beschriebenen Verfahren isolierter Gesamt-RNA lassen sich in 
der RT-PCR die entsprechenden DNA-Fragmente nachweisen. Bex 
Verwendung von Gesamt-RNA aus Mausleber lafit sich kein 
Transkript nachweisen, die hier verwendeten Bedingungen sind 
auf humanes p-Aktin angepaSt . Die Kontrollansatze , die keine 
RNA enthalten, erzeugen keine Signale . 

Fig. 7 zeigt Ethidiumbromid-gef arbte Gele einer 
elektrophoretischen Auftrennung der RT-Reaktionen . 

A: Spur 1 bis 8: RT-PCR eines 150 Bp- Fragment e s ; Spur 1,'.2: 
RNA aus waSriger Losung mit der Membran .Hydrolon 1,2 urn 
aufgereinigt; Spur 3, 4: RNA aus HeLa-Zellen mit der 
Membran Sartolon aufgereinigt; Spur 5, 6: RNA aus HeLa- 
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Zellen mat der Membran Hydrolon 3 urn auf gereinigt ; 
Spur 7: RNA auf gereinigt mittels RNeasy-Mini -Kit ; Spur 8: 
Kontrolle ohne RNA. 



B: Spur 1 bis 8: RT-PCR eines 1,7 kBp-Fragmentes ; Spur 1, 2: 
RNA aus wafiriger Losung mit der Membran Hydrolon 1,2 urn 
auf gereinigt; Spur 3, 4: RNA aus HeLa-Zellen mit der Membran 
Sartolon auf gereinigt ; Spur 5, 6: RNA aus HeLa-Zellen mit der 
Membran Hydrolon 3 urn auf gereinigt ; Spur 7: RNA auf gereinigt 
mittels RNeasy-Mini-Kit; Spur 8: Kontrolle ohne RNA. 

Beispiel lb 

Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen durch Bindung an 
hydrophile Membranen 

In einer Plastiksaule werden kommerziell erhaltliche hydrophile 
Membranen, die aus verschiedenen Materialien bestehen, einlagig 
eingebracht. Entsprechend Beispiel 3 werden die Membranen auf 
einer Polypropylenf ritte plaziert und durch einen Spannring 
fixiert. 

Zur Isolierung werden 5xl0 5 HeLa-Zellen eingesetzt. Die 
folgenden Isolierungsschritte und die Elution der Nucleinsaure 
werden wie in Beispiel 3 beschrieben durchgef iihrt . 
Die Mehge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieSend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt. Die Qualitat der RNA wird 
durch die. photometrische Bestimmung des Verhaltnisses der 
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt. 
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
hydrophilen Membranen sind in der nachf olgenden Tabelle lb 
aufgefuhrt. Es werden 2 - 5 Parallelversuche pro Membran 
durchgef uhrt und jeweils der Mittelwert errechnet . Durch die 
Verwendung einer Silica-Membran kann kein meSbarer Anteil an 
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme 
von oben von der Membran gewonnen wird. 
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Beispiel 2b 

Isolierung freier RNA aus wafiriger Losung durch Bindung an 
hydrophile Membranen 

Entsprechend dem Beispiel lb werden Plastiksaulen mit 
verschiedenen hydrophilen Membranen hergestellt. 

100 ill einer Gesamt-RNA enthaltenden waSrigen Losung wird mit 
350 Ml eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium-Isothiocyanat 
enthaltenden Lysepuffers - z. B. RLT-Puffer der Fa. Qiagen - 
vermischt. AnschlieSend werden 250 M l Ethanol zugegeben und 
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird dann 
auf die Saule, aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die 
Membran gef uhrt , gewaschen und getrocknet . 

AbschlieSend wird die RNA wie bereits im Beispiel 3 beschrieben 
mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer Pipette von 
der Membran abgenommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieSend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt und die Qualitat der RNA durch 
die photometrische Bestimmung des Verhaltnisses -der 
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt. 
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
hydrophilen Membranen sind in der nachf olgenden Tabelle 2b 
auf gef uhrt. Es werden 2 - 5 Parallelversuche pro Membran 
durchgefiihrt und jeweils der Mittelwert errechnet . Durch die 
Verwendung einer Silica-Membran kann kein mefcbarer Anteil an 
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme 
von oben von der Membran gewonnen wird. 
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Tabell^2b: Isolierung freier RNA aus wafiriger Losung durch 
Bindung an hydrophile Membranen 



Hersteller t 


vlembran 


Material j 


RNA | 


260 nm; 
280nm 


Pali Gelman 1 
Sciences 


I.C.E.-450 I 


wdrophiles Poiyethersulfon 


1.92 


1.82 


Pall Gelman 
Sciences 


[,C.E.-450sup 


hydrophiles Poiyethersulfon auf einem 
Polvestergewebe 


0.87 


1.67 


Pall Gelman 

Sciences 

Pall Gelman 
Sciences 


Supor - 800 
Supor - 450 


hydrophiles Polyethersulton 


3,93 


1.74 


hydrophiles Poiyethersulfon 


i . / o 


1.74 


Pall Gelman 
Sciences 


Supor- 100 


hydrophiles Poiyethersulfon 


1.04 


1.68 


GORE - TEX 


Polypropylen (hydrophiles Polytetrarluorethylen aut 
qtiq Polvpropvlen Gewebe 


0.43 


1.48 


GORE - TEX 


Polypropylen-VHes 
9338 


hydrophiles Polytetrafluorethylen aut 
Polvpropvlen-Vlies 


3.63 


j 1.64 


GORE - TEX 


Polyester-Vlies 
9318 


hydrophiles Polytetrafluorethylen auf 
Polvpropylen-Vlies 
hvdrophilisiertes Polyvinylidenfluond 


5.92 
1.18 


1.67 
1.79 


Millipore 
Millipore 


Durapore PVDF 
hydrophyiisierte 
PTFE 


hydrophilisiertesPolytetratluorethylen 


2.84 


1.72 


Sartorius 


Membranfilter Typ 
250 


" hydrophiles Polyamid 


2,7 


1.7 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren mit den 
folgenden Schritten: 

Beschicken einer Oberflache aus einer Richtung mit 
Nukleinsauren; 

Immobilisieren der Nukleinsauren an der Oberflache;. 

Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der 
Oberflache; und 

Abnehmen der abgelosten Nukleinsauren von der 
Oberflache in im wesentlichen der Richtung der 
Beschickung. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 
das Beschicken von oben erf olgt . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
da£ zwischen dem Immobilisierungs- und dem Abloseschritt 
ein Waschen der immobilisierten Nukleinsauren mit 
zumindest einem Waschpuffer erf olgt . 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Waschen fur jeden Waschpuffer folgende Schritte 
umfasst: 

Aufbringen einer vorbest immten Menge an Waschpuffer 
auf die Oberflache; und 

Durchsaugen des Waschpuf ?■-■ : iurch die Oberflache. 

5. Verfahren nach einem der vc: ■ Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Besc:.: ::.d Immobilisieren der 
Nukleinsauren folgende Schriv ::r.:asst: 
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Mischen der Nukleinsauren mit einem 

Immobilisierungspuffer, 

Beschicken der Nukleinsauren mit dem 

Imtnobiliserungspuffer auf die Oberflache 

Durchsaugen der fussigen Bestandteile durch die 
Oberflache in im wesent lichen der Richtung der 
Beschickung. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi zumindest einer der Schritte durch 
einen Automaten vollautomatisch durchgefiihrt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daS 
alle Schritte des Verf ahrens durch einen Automaten in 
gesteuerter Abfolge durchgefiihrt werden. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine Mehrzahl von 
Nukleinsaureisolierungen gleichzeicig durchgefiihrt 

werden. 

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS zwischen dem Ablose- und dem 
Abnehmschritt zumindest einmal folgende Schritte 
durchgefiihrt werden: 

Durchfiihren zumindest einer chemischen Reaktion an 
den Nukleinsauren; 



Immobilisieren der Nukl • -- v-irer. an der Oberf 
und 
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Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der 
Oberflache. 

10. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
wasserige Losungen von Salzen der Alkali- oder 
Erdalkalimetalle mit Mineralsauren eingesetzt werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daS 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren Alkali- oder 
Erdalkalihalogenide -oder -sulfate eingesetzt werden. 

12. Verfahren, nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daS 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren Halogenide des 
Natriums oder Kaliums oder Magnesiumsulf at eigesetzt 
werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
wasserige Losungen von Salzen von ein- oder mehrbasischen 
oder polyfunktionellen organischen Sauren mit Alkali - 
oder Erdalkalimetallen eingesetzt werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daS 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige Losungen 
von Salzen des Natriums, des Kaliums oder des Magnesiums 
mit organischen Dicarbonsauren eingesetzt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , daS 
die organische Dicarbonsaure Oxalsaure , Malonsaure 
und/oder Bernsteinsaure ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daiS 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren was-serige Losungen 
von Salzen des Natriums oder des Kaliums mit einer 
Hydroxy- oder Polyhydroxycarbonsaure eingesetzt werden. 
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17. Verfahren nach Anpspruch 16, dadurch gekennzeichnet , daS 
die Polyhydroxycarbonsaure Zitronensaure ist . 

18. Verfahren nach einem ' der Anspriiche 1 bis 9, dadurch 
gekenneichnet, daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
Hydroxylderivate von aliphatischen oder acyclischen 
gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstof f en 
eingesetzt werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daS 
als Hydroxylderivate Cl-C5-Alkanole eingesetzt werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daS 
als Cl-C5-Alkanole Methanol, Ethanol, n-Propanol, tert . - 
Butanol und/oder Pentanole eingesetzt werden. 

21. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dalS 
als Hydroxy Iderivat ein Aldit eingesetzt wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, - dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
ein Phenol oder Polyphenol eingesetzt wird. 

23. Verfahren nach Anspriiche 3 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Waschen der immobilisierten 
Nukleinsauren eine Salzlosung oder eine Pufferlosung 
gemaS einem der Anspriiche 4 bis 22 eingesetzt wird. 

24. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, da£ Ablosen der Nukleinsauren eine 
wasserige Salz- oder Pufferlosung eingesetzt wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Ablosen der Nukleinsauren Wasser 
eingesetzt wird. 
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26. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , dafi zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
chaotrope Agenzien eingesetzt werden. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daS 
das chaotrope Agenz ein Salz aus der Gruppe der 
Trichloracetate , Thiocyanate , Perchlorate , Jodide oder 
Guanidin-Hydrochlorid, Guanidinium-iso- thiocyanat oder 
Harnstoff ist. 

28. Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, dadurch 
gekennzeichnet, daS 0,01 molare bis 10 molare wasserige 
Losungen der chaotropen Agenzien allein oder in 
{Combination mit anderen Salzen zum Immobilisieren der 
Nukleinsauren eingesetzt werden. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daS 
0,1 molare bis 7 molare wasserige Losungen der chaotropen 
Agenzien allein oder in Kombination mit anderen Salzen 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt werden. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daS 
0,2 molare bis 5 molare wasserige Losungen der chaotropen 
Agenzien allein oder in Kombination mit anderen Salzen 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt werden. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 26 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine wasserige Losung von 
Natriumperchlorat , Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium- 
iso-thiocyanat , Natriumiodid und/oder Kaliumiodid zum 
Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt wird. 



32. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Oberflache eine Membran ist . 
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33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet , dafi 
die Membran eine hydrophobe Membran ist. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daS 
die hydrophobe Membran aus einem Polymer mit polaren 
Gruppen auf gebaut ist . 

35. Verfahren nach Anspruch 32 oder 33, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Membran eine hydrophile Membran 
mit einer hydrophobisierten Oberflache ist. 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 33 bis 35, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran aus Nylon, einem 
Polysulf on, Polyethersulf on, Polycarbonat , Polyacrylat 
sowie einem Acrylsaurecopolymeren, Polyurethan, Polyamid, 
Polyvinylchlorid, Polyf luorocarbonat , 
Polytetraf luoroethylen, Polyvinyl idenf luorid, 
Polyvinylidendif luorid, Polyethylentetraf luoroethylen - 
Copolymerisat , einem Polyethylenchlorotrif luoroethylen- 
Coplymerisat oder Polyphenylensulf id besteht. 

37. Verfahren nach Anspruch 3 5 oder 36, dadurch 
gekennzeichnet, daS Oberflache oder die Membran aus einem 
hydrophobisierten Nylon besteht. 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 37, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran mit einem 
Hydrophobisierungsmittel aus der Gruppe der Paraffine, 
Wachse, Metallseifen ggf . mit Zusatzen an Aluminium bzw. 
Zirkoniumsalzen, quartaren organische Verbindungen, 
Harnstof fderivate , f ettstof f modif izierten Melaminharze , 
Silicone, zinkorganischen Verbindungen und/oder mit 
Glutardialdehyd beschichtet ist. 
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39. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet , daS 
die Membran eine hydrophile oder hydrophilisierte Membran 
ist . 

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Membran aus hydrophilisiertem Nylon, Polyethersulf on, 
Polycarbonat , Polyacrylat sowie einem 
Acrylsaurecopolymeren, Polyurethan, Polyamid, 
Polyvinylchlorid, Polyf luorocarbonat , 
Polytetrafluoroethylen, Polyvinyl idenf luorid, 
Polyvinylidendifluorid, Polyethylentetraf luoroethylen- 
Copolymerisat, einem Polyethylenchlorotrif luoroethylen- 
Copolyme^isat oder Polyphenylensulf id besteht. 

.41. Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 40, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran einen Porendurchmesser 
von 0,001 bis 50 Mikrometer, vorzugsweise 0,01 bis 20 
Mikrometer, besonders bevorzugt 0,05 bis 10 Mikrometer 
besitzt. 

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Oberflache ein hydrophobes Vlies 
ist . 

43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Vlies ein Silica-Gel-Vlies ist. 

44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dafi 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren chaotrope Agenzien 
eingesetzt werden. 

'45. Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das chaotrope Agenz ein Salz aus der Gruppe ■ der 
Trichloracetate, Thiocyanate, Perchlorate, Jodide oder 
Guanidin-Hydrochlorid, Guanidin-iso-thiocyanat oder 
Harnstoff ist. 
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46. Verfahren nach Anspruch 44 oder 45, dadurch 
gekennzeichnet, daS 0,01 molare bis 10 molare wasserige 
Losungen der chaotropen Agenzien allein oder in 
{Combination mit anderen Salzen zum Immobilisieren der 
Nukleinsauren eingesetzt werden. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daS 
0,1 molare bis 7 molare wasserige Losungen der chaotropen 
Agenzien allein oder in Kombination mit anderen Salzen 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt werden. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, daS 
0,2 molare bis 5 molare wasserige Losungen der chaotropen 
Agenzien allein oder in Kombination mit anderen Salzen 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt werden. 

49. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 48, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine wasserige Losung von 
Natriumperchlorat, Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium- 
iso-thiocyanat, Natriumiodid und/oder Kaliumiodid zum 
Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt wird. 

50 . Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche , dadurch 
ekennzeichnet, daS die Immobillisierung bei einem pH von 
3 bis- 11 erfolgt. 

51. Verwendung zumindest einer Membran zum Immobilisieren von 
Nukleinsauren auf einer Seite der Membran und Ablosen der 
Nukleinsauren an derselben Seite zu deren Isolierung. 

52. Verwendung nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Membran aus Nylon, Polysulfon, Polyethersulf on, 
Polycarbonat , Polyacrylat sowie Acrylsaurecopolymer , 
Polyurethan, Polyamid, Polyvinylchlorid, 
Polyfluorocarbonat, Polytetraf luoroethylen, 
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Polyvinyl idenf luo'rid, Polyvinylidendif luorid, 

Polye thy lent etraf luoroethylen-Copolymerisat , 
Polyethylenchlorodifluoroethylen-Copolymerisat oder 
Polyphenylensulf id besteht. 

53. Verwendung nach Anspruch 52, dadurch gekennzeich.net , daS 
die Membran eine hydrophobisierte Nylon-Membran ist. 

54. Verwendung nach einem der Anspruche 51 bis 53, dadurch 
gekennzeichnet , daE die Oberflache oder Membran eine 
hydrophile Oberflache oder Membran ist, die mit einem 
Hydrophobisierungsmittel aus der Gruppe der Paraffine, 
Wachse, Metallseifen ggf . mit Zusatzen an Aluminium bzw. 
Zirkoniumsalzen, quartaren organische Verbindungen, 
Harnstof fderivate, f ettstof f modif izierten Melaminharze , 
Silicone, zinkorganischen Verbindungen und/oder mit 
Glutardialdehyd uberzogen ist. 

55. Verwendung nach einem der Anspruche 51 bis 54, dadurch 
gekennzeichnet, dafi eine Mehrzahl von Membranen in 
Isoliergefassen auf einer Multiwellplatte angeordnet 
sind. 

56. Automat, dadurch gekennzeichnet, daS er das Verfahren 
eines der Anspruche 1 bis 4 9 ausfuhren kann. 

57. Automat nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dafi er 
mit zumindest eine Saugvorrichtung ausgestattet ist, die 
das Zugeben von Puffern und Losungen auf die Oberflache 
und von der Oberflache weg ausfuhrt oder ausfuhren kann. 

58. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 50, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Immobilisieren der Nukleinsauren 
bei einem pH von 3 bis 11 erf olgt . 
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